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A pesar de la gran evolución que ha experimentado la Química Analítica 
en las últimas décadas, las operaciones previas del proceso analítico siguen siendo 
un aspecto crítico a la hora de obtener información (bio)química de calidad ya que 
son las responsables de la mayoría de los errores asociados a la medida. En este 
contexto, las técnicas de tratamiento de muestra juegan un papel crucial en la 
mejora de la sensibilidad y selectividad de los métodos analíticos a través de la 
preconcentración de los analitos y de su aislamiento desde la matriz de la muestra. 
El tratamiento de muestra ideal debe ser simple, rápido, barato y seguro para el 
operador y el medio ambiente. Además es deseable que requiera poca cantidad de 
muestra y disolventes. Este comportamiento ideal es difícil de alcanzar lo que 
explica la existencia de numerosas técnicas de extracción que hacen énfasis en 
alguno o varios de los aspectos descritos. 
 
La evolución de las técnicas de extracción se ha visto marcada por las tres 
tendencias básicas de la Química Analítica: automatización, simplificación y 
miniaturización. Esta evolución ha permitido la aparición de las técnicas de 
microextracción, tanto en fase sólida como líquida, que se han consolidado como 
herramientas útiles para el analista a la hora de resolver problemas analíticos de 
diferente índole. En este sentido, el uso de materiales macroporosos, caracterizados 
por presentar una gran superficie de contacto, el empleo de materiales 
nanométricos y de líquidos iónicos con excepcionales propiedades físico-químicas, 
así como el empleo de técnicas de dispersión que proporcionan una gran superficie 
extractiva, han sido algunas de las estrategias más fructíferas. 
 
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de la 
Tesis Doctoral que se presenta en esta Memoria es el desarrollo de nuevas 
metodologías en el campo de las técnicas de microextraccción mediante el 
desarrollo de nuevos materiales, con el objetivo de mejorar las propiedades básicas 
de los procesos de medida y su acoplamiento a la instrumentación ya existente con 
el fin de monitorizar muestras ambientales.  
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Con este objetivo global, los objetivos específicos de la Tesis Doctoral se 
concretan en los siguientes puntos: 
 
• Desarrollar nuevas aproximaciones en el ámbito de la microextracción 
en fase sólida dispersada. En este contexto, se evaluará la sílice como 
un sustrato de tamaño micrométrico fácilmente dispersable, tanto 
unida a cadenas hidrocarbonadas (RP-C18) como a líquidos iónicos, 
proporcionando ambas nuevas herramientas extractivas en procesos de 
tratamiento de muestra. 
 
• Evaluar las excepcionales propiedades de los líquidos iónicos en 
microextracción en fase liquida dispersada, jugando con la solubilidad 
de los mismos en el medio acuoso para maximizar la eficacia de la 
extracción y simplificar las etapas del proceso. 
 
• Diseñar dispositivos miniaturizados que empleen polímeros 
monolíticos en el interior de capilares de sílice fundida que actúen 
como unidad de microextracción en cromatografía de líquidos de 
forma automatizada. 
 
• Desarrollar interfases que permitan el acoplamiento de los materiales 
y de las metodologías propuestas con la cromatografía de gases. 
 
• Caracterizar y evaluar nanopartículas magnéticas con objeto de 
obtener nuevas herramientas analíticas en el ámbito de las técnicas de 
extracción miniaturizadas. 
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1. Tratamiento de muestra 
 
El proceso analítico es el conjunto de operaciones que tienen lugar entre el 
sistema objeto de estudio y los resultados expresados según los requerimientos del 
cliente. Es la materialización de una metodología para la resolución de un 
problema analítico, es decir, la identificación y cuantificación de uno o varios 
analitos en una muestra dada. Con este fin, se emplean herramientas analíticas 
(instrumentos, aparatos), matemáticas (tratamientos quimiométricos), químicas 
(reactivos, disolventes, estándares), y bioquímicas (enzimas, anticuerpos) [1]. 
 
El proceso analítico se compone de cuatro etapas claramente diferenciadas: 
a) Toma de muestra. 
b) Tratamiento de muestra. 
c) Medida y transducción de la señal analítica. 
d) Adquisición y tratamiento de datos para ofrecer unos resultados. 
 
De entre todas las etapas que forman al proceso analítico, el tratamiento de 
la muestra juega un papel importante en la selectividad y sensibilidad de las 
determinaciones. Esto se debe a que la complejidad del proceso de medida depende 
en gran medida de la naturaleza y complejidad de la muestra así como de la 
concentración de los analitos. 
 
A pesar de la creciente sofisticación en la instrumentación empleada, la 
gran mayoría de las muestras son incompatibles con un análisis directo y por tanto 
se deben tratar antes de ser analizadas. Este proceso conlleva un incremento en el 
tiempo dedicado a cada muestra, en el consumo de disolventes orgánicos y 
reactivos, en el coste del análisis y además, es una fuente de errores potenciales.  
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En este contexto del tratamiento de muestra, las técnicas de extracción 
tienen una importancia destacable. Estas técnicas permiten, además de 
compatibilizar la muestra con el sistema de medida, mejorar la selectividad, 
mediante la eliminación de potenciales interferentes, y la sensibilidad, mediante la 
preconcentración del analito, de las determinaciones. Estas técnicas pueden ser 
aplicadas directamente a la muestras aunque en la mayoría de los casos se requiere 
de alguna operación adicional, como modificar el pH o la fuerza iónica para 
alcanzar las condiciones óptimas del proceso extractivo así como derivatizar los 
analitos para obtener compuestos más fácilmente extraíbles o más sensibles para la 
técnica instrumental.  
 
Las técnicas clásicas empleadas para la limpieza y enriquecimiento de las 
muestras son la extracción líquido-líquido (liquid-liquid extraction, LLE) y la 
extracción en fase sólida (solid phase extraction, SPE) [2]. 
 
La extracción líquido-líquido se fundamenta en la transferencia de los 
analitos entre dos líquidos inmiscibles en función de su solubilidad en ambas fases. 
De modo general, tal y como se indica en la Figura 1, el sistema se compone de un 
embudo de decantación donde se sitúan dos fases, una acuosa que contiene a los 
analitos y otra orgánica que actúa como extractante. Después de un periodo de 
agitación, los analitos se distribuyen entre las fases hasta alcanzar una situación de 
equilibrio. Seguidamente, se deja reposar el sistema el tiempo necesario para que 
se produzca la separación de fases. La transferencia de analitos se rige por la ley de 
distribución de Nernst, la cual establece que a presión y temperatura constantes, la 
relación de concentración de un analito entre dos fases inmiscibles es constante, 
siempre que dicho analito se encuentre en la misma forma en ambas fases. Esta ley 
se materializa en la constante de distribución (KD) como se puede ver en la 
Ecuación 1: 
                                                KD = [A]o[A]a                                                                               (1) 
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Donde [A]o representa la concentración de analito en la fase orgánica y 
[A]a la concentración de analito en la fase acuosa. Cada analito tiene un valor 
característico de KD para  un par de disolventes concretos. Cuanto mayor es la KD, 
mayor es la eficacia de la extracción, de modo que hay que tener una idea inicial de 
la polaridad de los analitos y de los disolventes empleados. Si un analito es poco 
soluble en agua, su extracción se verá más favorecida por el empleo de disolventes 
apolares que empleando disolventes polares. 
 
En la constante de distribución no se tiene en cuenta que el soluto puede 
encontrarse en diferentes formas en disolución, debido a procesos de hidrólisis o 
formación de quelatos. En estos casos, los equilibrios secundarios afectan a la 
distribución de los analitos entre fases. Para relacionar la distribución de los 
analitos y los equilibrios secundarios que se producen, se define la relación de 
distribución, D (Ecuación 2), como la relación entre la concentración total (en 
todas sus formas) de un analito en la fase orgánica (Σ[A] o) y la fase acuosa (Σ[A]a). 
                                                 D = Σ[A]o
Σ[A]a                                                                              (2) 
 
 
 
Figura 1. Extracción líquido-líquido clásica. 
Embudo de decantación 
Fase orgánica 
Fase acuosa 
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Por todo esto, la selectividad y eficiencia de los procesos de distribución de 
solutos en extracción líquido-líquido se puede modular mediante una selección 
adecuada del disolvente de extracción y de las condiciones experimentales, entre 
las que cabe destacar el pH, la adición de agentes quelatantes o la adición de sales 
(efecto salting out). 
 
Un aspecto importante a la hora de realizar una extracción líquido-líquido 
convencional es la cinética del proceso de distribución de solutos, que depende de 
la velocidad con la que se forman las especies extraíbles y de la velocidad de 
transferencia entre fases de estas especies. En general la formación de los 
compuestos extraíbles es una etapa rápida, aunque existen excepciones como la 
formación de ciertos quelatos metálicos. Por otro lado, el proceso de transferencia 
de analito entre dos fases inmiscibles comprende tres etapas [3]: 
 
1. Difusión de la especie extraíble desde el seno de la disolución hasta la 
interfase entre medios. 
2. Difusión a través de la doble capa formada por las fases implicadas. 
3. Difusión desde la doble capa hasta el seno de la segunda fase. 
 
La primera y tercera etapas son rápidas, pero la segunda depende del 
espesor de la doble capa y es la etapa limitante del proceso. La agitación 
exhaustiva de las fases implicadas minimiza esta limitación haciendo el proceso de 
transferencia más rápido. 
 
Además, la relación de distribución no suele ser lo suficientemente elevada 
como para que una sola extracción sea suficiente, por lo que se requieren 
extracciones sucesivas para mejorar la eficiencia del proceso, haciéndolo lento y 
tedioso. 
 
A pesar de ser una técnica muy versátil, el empleo de un gran volumen de 
muestra y de disolventes, la facilidad con la que se forman emulsiones, el tiempo 
necesario y la obtención de factores de preconcentración bajos (a no ser que se 
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lleven a cabo procesos de evaporación y reconstitución) en comparación con otras 
técnicas, hacen de la extracción líquido-líquido una técnica lenta, cara y poco 
respetuosa con el medio ambiente. 
 
La otra técnica clásica de tratamiento de muestra es la extracción en fase 
solida, que comparte fundamento con la cromatografía líquida, y que emplea 
sorbentes empaquetados en cartuchos o inmovilizados en membranas de 0.5 mm de 
espesor. Esta última alternativa, que permite caudales de paso de muestra más 
elevados, se emplea para extraer grandes volúmenes de muestra y está 
especialmente indicada para la extracción de compuestos que originalmente se 
encuentran a muy baja concentración. 
 
Esta técnica comprende la realización de cinco etapas (Figura 2). El primer 
paso es la activación o acondicionamiento de la fase sólida. Esta etapa es de 
especial interés cuando se trabaja con fases ligadas a la sílice como puede ser el 
RP-C18 y consiste en la solvatación del sólido empleando un disolvente orgánico 
que permite la correcta posición de la fase enlazada para una adecuada interacción 
entre el analito y el sorbente. El disolvente empleado debe de ser miscible con el 
empleado en la siguiente fase. 
 
El segundo paso, que puede considerarse una subetapa en el proceso de 
acondicionamiento, es la equilibración del sorbente. En esta etapa se emplea un 
disolvente similar a la matriz de la muestra que al pasar por el sorbente elimina el 
exceso de disolvente acondicionador. Una vez acondicionado, el sorbente no debe 
secarse para asegurar la correcta interacción con el analito. 
 
El tercer paso es la adición de la muestra líquida a través del cartucho o 
membrana para retener los analitos. Esta etapa implica una mejora de la 
selectividad ya que aquellos potenciales interferentes que no tengan afinidad 
alguna por el sorbente son desechados. De manera secuencial se realiza el lavado 
del sorbente, que es el cuarto paso del procedimiento general de extracción. En esta 
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etapa se usa un disolvente o mezcla de ellos para la eliminación selectiva de los 
interferentes retenidos. Por tanto, también contribuye a la mejora de la selectividad. 
 
Finalmente, el quinto paso es la elución de los analitos mediante la adición 
del disolvente adecuado que rompe la interacción sorbente-analito. El eluido podrá 
estar enriquecido en los analitos diana dependiendo de los volúmenes de fases 
(muestra-eluido) implicadas y del factor de recuperación del procedimiento de 
extracción. 
 
En extracción en fase sólida, los analitos se aíslan en función de su 
afinidad relativa por la matriz de la muestra y la fase sorbente. La interacción 
sorbente-analito puede responder a diferentes mecanismos entre los que cabe 
destacar la adsorción, partición, intercambio iónico, exclusión molecular, afinidad 
o una combinación de ellos. Esto permite que la extracción en fase sólida sea una 
técnica muy versátil. 
 
 
Figura 2. Etapas de la extracción en fase sólida.     Simboliza los analitos y    a los 
interferentes [3]. 
I A 
Acondicionamiento   Equilibración 
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La extracción en fase sólida presenta una serie de ventajas respecto a otras 
técnicas de separación. Entre ellas se puede citar la alta recuperación de los 
analitos, su elevada selectividad, sencillez y rapidez. Sin embargo, son varios los 
inconvenientes. La SPE no es recomendable para compuestos volátiles, el cartucho 
se puede obstruir por algún compuesto presente en la muestra, también pueden 
formarse canales preferentes para el paso de la muestra por el lecho sorbente y los 
caudales elevados (superiores a 10 mL min-1) afectan al proceso de retención. 
Además, el volumen de muestra se encuentra limitado por el volumen de ruptura 
(volumen de muestra al que comienzan a eluirse los analitos retenidos en el 
sorbente) lo que determina el volumen de muestra máximo que puede emplearse y 
el factor de preconcentración máximo que puede alcanzarse. 
 
2.  Técnicas de microextracción 
 
En respuesta a las actuales demandas de información (bio)química, a las 
exigencias económicas y medioambientales y a las deficiencias de los métodos 
tradicionales, la Química Analítica ha incorporado a sus procesos de medida las 
tres tendencias básicas de la disciplina: automatización, miniaturización y 
simplificación [4,5]. En este sentido, han surgido una gran variedad de técnicas de 
microextracción tanto en fase sólida como líquida que ofrecen una alternativa a las 
clásica SPE y LLE, adecuándose a las actuales exigencias. Las modalidades más 
relevantes se han esquematizado en la Figura 3. 
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Figura 3. Clasificación de las técnicas de microextracción seleccionadas. 
Fase sólida 
Fase líquida 
• Microextracción en gota 
• Microextracción líquida en fibra hueca 
• Microextracción líquido-líquido dispersiva 
• Microextracción en fase sólida 
• Microextracción en fase sólida en tubo 
• Microextracción mediante sorbentes empaquetados 
• Extracción por sorción en barra agitada 
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La eficiencia de una técnica extractiva está influenciada por la 
termodinámica y cinética del proceso de extracción en el que se fundamenta. Los 
principales factores que afectan a ambos aspectos, se representan en la Figura 4 [6]. 
 
 
Figura 4. Principales factores que afectan a la termodinámica y la cinética de los procesos 
extractivos [6]. 
 
Desde el punto de vista termodinámico, una extracción es un proceso de 
equilibrio químico entre fases, estando dicho equilibrio regido por una constante de 
distribución determinada. De este modo, la termodinámica fija la cantidad máxima 
de analito que se puede extraer. El valor de la constante de distribución depende de 
factores químicos, como el pH o la fuerza iónica, que pueden ajustarse para 
favorecer la extracción del analito diana. Además es posible desarrollar reacciones 
secundarias que transformen el analito en una especie que tenga favorecida su 
extracción en la fase aceptora. Por otro lado, la constante de distribución depende 
de variables físicas como la temperatura o la presión, siendo la primera de ellas la 
más empleada para promover la extracción de los analitos gracias a su fácil control 
experimental [3]. 
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Por otro lado, la cinética influye en el tiempo en el que se alcanza dicho 
equilibrio [3]. En los procesos extractivos lentos, se prefiere trabajar en 
condiciones de no-equilibrio, de manera que se sacrifica la eficacia extractiva (que 
influye en la sensibilidad final del método) en aras de una mayor velocidad de 
muestreo (muestras analizadas por unidad de tiempo). Por tanto, la mejora de la 
velocidad de extracción trae consigo una mejora inherente tanto de la sensibilidad 
como de la velocidad de procesamiento de muestra. La cinética de un proceso 
extractivo depende de la difusión del analito desde el seno de la muestra a la 
interfase de separación entre fases así como de la difusión a través de dicha 
interfase. Además de la temperatura, otros factores como la agitación de la 
disolución y el aumento de la superficie de contacto entre fases juegan un papel 
fundamental en la mejora de la cinética. 
 
 La agitación de la muestra permite mejorar los dos procesos de difusión 
previamente descritos. En efecto, la agitación favorece el transporte del analito 
desde el seno de la disolución a la interfase entre esta y la fase aceptora. Además, 
reduce el espesor de la capa de Nernst que suele ser clave en el control cinético del 
proceso. 
 
 La cinética de los procesos extractivos también depende de la superficie de 
contacto entre analitos y fase aceptora, por lo que cualquier proceso que mejore u 
maximice esta superficie (por ejemplo, la dispersión del medio extractante en el 
seno de la muestra) mejorará por ende la cinética de extracción. 
 
3. Microextracción en fase sólida 
 
La microextracción en fase sólida (Solid phase microextraction, SPME) es 
una técnica de separación propuesta por Pawliszyn en 1990 como una alternativa a 
las limitaciones de la extracción en fase solida convencional [7]. Entre sus ventajas 
[3,8] se pueden citar las siguientes: 
 
• No requiere de disolventes orgánicos para el proceso de extracción. 
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• Es simple ya que integra el proceso de extracción e inyección en un 
mismo dispositivo. 
• No requiere de grandes volúmenes de muestra. 
• Su manejo es cómodo y fácilmente acoplable a diversos sistemas 
instrumentales como cromatografía de gases (GC), cromatografía 
liquida de alta resolución (HPLC) o electroforesis capilar (CE). 
• Es fácilmente automatizable e incluso se encuentra integrado a 
equipos instrumentales comerciales. 
 
El dispositivo clásico de SPME en la modalidad de fibra se compone de un 
capilar de sílice fundida (generalmente de 1 cm de longitud y 0.1 mm de diámetro 
interno), químicamente inerte y térmicamente estable, que se encuentra recubierto 
por un pequeño volumen de un polímero sorbente (menos de 1 µL) [8]. Esta fibra 
se sitúa en el interior de un dispositivo de extracción que permite exponer la fibra a 
la muestra que contiene los analitos diana. Tras la extracción de los analitos, la 
fibra se retrotrae al dispositivo de extracción que permite finalmente la inyección 
de los analitos, sin pérdidas significativas, en el sistema de medida. El dispositivo 
se describe en la Figura 5. 
 
Figura 5. Dispositivo de SPME. 
Émbolo 
Cuerpo de la 
jeringa 
Ranura para desplazar 
el capilar 
Aguja 
Capilar de sílice recubierto 
del polímero sorbente 
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El proceso de SPME consta de dos etapas, una de extracción y otra de 
desorción/inyección de los analitos extraídos [3]. 
 
De modo general, la etapa de extracción implica situar la muestra dentro de 
un vial sellado con un septum, introducir la aguja del dispositivo de SPME en el 
vial, y presionar el émbolo de la jeringa de modo que la fibra se exponga a la 
muestra. Transcurrido un tiempo definido, se retrae la fibra y se procede a la 
siguiente etapa de desorción/inyección de los analitos. Los dispositivos de SPME 
permiten realizar el proceso de extracción en dos modos diferentes [9,10]: 
 
• Inmersión directa. 
• Extracción en espacio de cabeza. 
 
En la inmersión directa, la fibra se introduce directamente en la muestra 
líquida (o extracto líquido de una muestra sólida) que se agita continuamente, 
estableciéndose el equilibrio de distribución entre ambas fases. Este modo de 
extracción se recomienda para muestras sencillas que contengan analitos poco 
volátiles. Cuando es necesario extraer analitos poco volátiles en matrices 
complejas, se emplea la inmersión directa utilizando una membrana polimérica que 
protege a la fibra de posibles daños. Aunque esta membrana mejora la estabilidad 
del sistema, también ralentiza la extracción. 
 
En el modo de extracción en espacio de cabeza (Headspace solid phase 
microextraction, HS-SPME), la fibra se pone en contacto con el espacio de cabeza 
que existe sobre la muestra líquida (o extracto líquido de la muestra sólida). Este 
modo se recomienda para la determinación de analitos volátiles y semivolátiles en 
matrices complejas con componentes no volátiles o de alto peso molecular como 
los ácidos húmicos o proteínas. Además permite modificaciones agresivas de la 
matriz de la muestra (pH, fuerza iónica) sin dañar la fibra. 
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Una vez extraídos los analitos, la fibra se introduce en el sistema 
instrumental seleccionado, donde tiene lugar la desorción térmica o elución 
química de los analitos. 
 
La desorción térmica se realiza en el inyector de un cromatógrafo de gases, 
aprovechando el flujo constante del gas portador a lo largo del inyector que facilita 
la salida de los analitos de la fibra. De este modo, toda la masa de analito extraído 
por la fibra se introduce en la columna cromatográfica. 
 
La elución química de los analitos se realiza empleando disolventes 
orgánicos y es adecuada para el acoplamiento de la técnica con la cromatografía de 
líquidos o electroforesis. Para ello, la fibra se sumerge en un pequeño volumen del 
disolvente adecuado y posteriormente se inyectan unos microlitros del extracto en 
el sistema cromatográfico. En este sentido, la elución química usando interfases de 
acoplamiento permite alcanzar los mejores valores de sensibilidad. 
 
3.1. Factores que afectan a la extracción 
 
Una vez que se ha seleccionado el modo de extracción en función de la 
matriz y de la naturaleza de los analitos, se pueden variar algunas condiciones 
experimentales para maximizar la extracción de los analitos diana [3,9,10]. Entre 
ellas cabe destacar: 
 
• Recubrimiento del capilar: material y grosor. 
• Variables químicas: fuerza iónica, pH, reacciones de derivatización. 
• Volumen de la muestra o espacio de cabeza. 
• Tiempo de extracción: agitación y temperatura. 
 
El proceso extractivo se fundamenta en la afinidad de los analitos por el 
material de recubrimiento de la fibra, por lo que la correcta selección de éste es 
clave. Además, hay que tener en cuenta el espesor del mismo ya que tiene un doble 
efecto en el proceso extractivo. Cuanto más grueso sea el recubrimiento mayor será 
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la capacidad sorbente del mismo pero más lenta será la cinética de extracción ya 
que la difusión del analito a través del recubrimiento estará más dificultada. En la 
Tabla 1 se indican algunos de los recubrimientos empleados para la fabricación de 
fibras de SPME, siendo los más usuales el polidimetilsiloxano (PDMS) de carácter 
apolar y el poliacrilato (PA) de carácter polar [3,11,12]. 
 
La partición de un analito entre las fases puede modularse seleccionando 
acertadamente algunas variables químicas como la fuerza iónica, el pH o mediante 
el desarrollo de reacciones de derivatización. La adición de un electrolito a una 
muestra acuosa, y el consiguiente aumento de la fuerza iónica, puede favorecer la 
extracción de los analitos diana mediante un efecto salting-out. A concentraciones 
altas puede observarse una disminución de la extracción debido a que el aumento 
de viscosidad que se produce en la muestra ralentiza la difusión de los analitos. Por 
otro lado, la extracción de analitos ionizables requiere un ajuste de pH de la 
muestra para asegurar la prevalencia de la especie extraíble. Además, en casos 
especiales, es necesario llevar a cabo una reacción de derivatización del analito 
para mejorar su afinidad por el material del recubrimiento de la fibra. 
 
El volumen de muestra en la modalidad de inmersión directa influye 
positivamente en la sensibilidad de la metodología desarrollada ya que al aumentar 
el volumen aumenta también la cantidad de analito puesta en juego. No obstante, 
un exceso de volumen puede hacer sobrepasar la capacidad del sorbente. En cuanto 
a la modalidad de espacio de cabeza, el volumen de éste debe de ser lo más 
pequeño posible para alcanzar la mayor preconcentración posible en la fase 
gaseosa. 
 
Como se ha indicado con anterioridad, la cinética de extracción es un 
aspecto clave a considerar cuando se estudia un proceso de extracción. El máximo 
grado de extracción se consigue cuando se alcanza el equilibrio de partición entre 
las fases implicadas aunque a veces ese equilibrio requiere un tiempo de extracción 
excesivo que limita el número de muestras que puede procesarse. En este caso, se 
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prefiere trabajar en el rango cinético de extracción y por tanto el tiempo de 
extracción se debe optimizar.  
 
La cinética de extracción puede mejorarse mediante el uso de 
recubrimientos delgados, mediante la agitación de la muestra o gracias a una 
acertada selección de la temperatura de extracción. Esta temperatura ejerce un 
doble efecto sobre el proceso extractivo. Por un lado favorece la difusión de los 
analitos hacia la fibra mejorando la cinética de la extracción. Por otro lado, en 
cambio, afecta negativamente a la partición del analito entre la fibra y la muestra 
debido a que los fenómenos de sorción son de carácter exotérmico. 
 
Tabla 1. Recubrimientos más empleados en SPME. 
Recubrimientos Espesor (µm) 
Instrumentación 
recomendada 
Aplicaciones 
  
Polidimetilsiloxano  
(PDMS) 
100 
GC- 
HPLC 
Compuestos volátiles apolares, 
semivolátiles de alto peso molecular y alto 
punto de ebullición 
 
30 
7 
Poliacrilato (PA) 85 GC-HPLC 
volátiles polares 
 
Polidimetilsiloxano/ 
divinilbenceno 
(PDMS/DVB) 
65 GC volátiles polares 
60 HPLC Aminas y compuestos polares  
Carboxen/polidimetil- 
-siloxano  
(Carboxen-PDMS) 
75 GC Gases 
    
Carbowax/divinil- 
-benceno  
(CW-DVB) 
65 GC 
Compuestos polares 
como alcoholes 
Carbowax/templated 
resina (CW-TPR) 50 HPLC Tensioactivos 
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4. Microextracción en fase sólida en tubo 
 
La microextracción en fase sólida en tubo (in-tube SPME) es una versión 
adaptada de la SPME en la que el material sorbente se encuentra recubriendo la 
pared interna del capilar de sílice, en lugar de la externa [13,14]. De este modo, se 
puede hacer pasar una muestra líquida a través del capilar, quedando los analitos 
retenidos en el recubrimiento interior. Seguidamente se hace pasar un disolvente 
que eluye a los analitos para su posterior determinación. 
 
En términos generales, existen dos modalidades de trabajo, una en la que 
se trabaja con un flujo continuo, y otra en la que se realizan ciclos de 
aspiración/expulsión de la muestra mediante una jeringa [15]. La Figura 6 ilustra el 
mecanismo seguido en ambas modalidades. 
 
En el primer caso, el sistema se compone de una válvula de seis vías, dos 
bombas y un sistema de HPLC. El procedimiento consta de cuatro etapas. En 
primer lugar, se lava y acondiciona la columna capilar y seguidamente, se hace 
pasar la muestra a través de ella. A continuación, se lava la columna capilar para 
eliminar restos de la matriz de la muestra. Hasta este momento la válvula de seis 
vías se ha mantenido en la posición de “llenado” o “carga”, pero para el último 
paso, se gira hasta la posición de “inyección”, de modo que la fase móvil 
seleccionada pasa a través de la columna capilar, eluyendo los analitos y 
llevándolos hasta el sistema cromatográfico. 
 
En la modalidad de aspiración/expulsión, la columna capilar se sitúa entre 
un bucle de inyección y la aguja de un automuestreador de un sistema de HPLC. El 
proceso es dirigido por un ordenador que controla las continuas aspiraciones y 
expulsiones de muestra, en las que la muestra pasa continuamente en un sentido u 
otro. El proceso prosigue hasta alcanzar el equilibrio o hasta que se considera que 
la extracción ha sido la adecuada. Tal y como ocurre en la modalidad anterior, para 
la etapa final de elución, se gira la válvula hasta la posición de “inyección”, 
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pasando una corriente de disolvente/s a través del capilar, eluyendo los analitos y 
llevándolos hacia el sistema cromatográfico. 
 
 
 
Figura 6. Diagrama de las modalidades de in-tube SPME. (A) Modo de flujo continuo.  
(B) Modo de aspiración/expulsión de muestra. (I) Posición de “carga”; (II) posición de 
“inyección”. Figura adaptada de la referencia 15. 
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Del mismo modo que la SPME convencional, la eficacia de la modalidad 
en tubo depende de los coeficientes de distribución, volumen de muestra, pH, 
fuerza iónica, así como del tipo y forma de la fase estacionaria. 
 
Sin embargo, existen otros factores a tener en cuenta como el caudal de 
muestra, cuyo valor óptimo depende de la capacidad de la columna. El número de 
ciclos de aspiración/expulsión y la velocidad con que se realizan son también 
factores a tener en cuenta con objeto de que durante el proceso se alcance una 
situación de equilibrio y se pueda extraer la cantidad máxima de analitos [16].  
 
En general, la microextracción en fase sólida en tubo consigue salvar 
algunos de los inconvenientes de la SPME convencional como la fragilidad de la 
fibra, la baja capacidad de sorción y la pérdida del recubrimiento polimérico. Sin 
embargo, el principal inconveniente que presenta, es la necesidad de emplear 
muestras totalmente limpias para no obstruir el sistema, por lo que las muestras 
deben filtrarse o centrifugarse previamente. Además requiere un aparataje 
adicional [15,16]. 
 
 Atendiendo a las múltiples ventajas que ofrece la microextracción en fase 
sólida en tubo, recientemente se han desarrollado varias técnicas de 
microextracción en capilar. Estas técnicas pueden clasificarse según el relleno 
empleado como fase estacionaria [15]. Cabe destacar la extracción en fase sólida 
con fibra en un tubo (fiber in-tube SPE), donde varios cientos de fibras poliméricas 
se sitúan dentro de un tubo de PEEK. También hay que destacar la microextracción 
en fase sólida con sorbente empaquetado (sorbent-packed capillary in-tube 
SPME), donde se empaquetan diversos sorbentes, entre los que se incluyen 
polímeros de impresión molecular (molecularly imprinted polymers, MIPs), dentro 
de un capilar, y por último, la microextración en fase sólida monolítica (monolithic 
capillary in-tube SPME), que emplea un polímero monolítico formado in situ 
dentro de un capilar mediante la adición de los correspondientes monómeros y 
disolventes porogénicos. 
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5. Microextracción mediante sorbentes empaquetados 
 
En 2003 surge la microextracción mediante sorbentes empaquetados 
(microextraction by packed sorbent, MEPS), desarrollada por Abdel-Rehim como 
una versión miniaturizada y automatizada de la SPE clásica [17,18].  
 
Esta técnica emplea los mismos tipos de sorbentes que la extracción en 
fase sólida pero a una menor escala (1-4 mg frente a 50-2000 mg) y empaquetados 
en el interior de una jeringa de entre 100 y 250 µL en vez de en un cartucho [19]. 
Esto hace posible que mediante el uso de un automuestreador el proceso se 
encuentre totalmente automatizado, acoplando on line/at line el tratamiento de 
muestra con los sistemas instrumentales. Además, la técnica permite trabajar con 
una pequeña cantidad de muestra (10-250 µL) y de disolventes (20-50 µL) [19]. 
 
El procedimiento consiste en hacer pasar la muestra o los disolventes a 
través del sorbente mediante aspiraciones y expulsiones de la jeringa. En este 
sentido, las etapas seguidas son las mismas que en SPE, salvo la etapa de adición 
de la muestra, que consiste en hacer pasar repetidas veces la muestra a través del 
sorbente mediante el movimiento de la jeringa.  
 
La automatización y el uso de una menor cantidad de disolventes y de 
muestra no son las únicas ventajas que ofrece esta técnica. El tiempo empleado por 
muestra se reduce drásticamente (1-2 min frente 15-40 min en SPE y SPME). 
Asimismo, el dispositivo es reutilizable hasta 100 veces frente al único uso en SPE 
o los aproximadamente 50 usos que ofrece el dispositivo de SPME [19]. 
 
6. Extracción por sorción en barra agitada 
 
La extracción por sorción en barra agitada (stir-bar sorptive extraction, 
SBSE) es una técnica de preparación de muestra que no necesita el empleo de 
disolventes para realizar el proceso extractivo. El desarrollo de esta técnica en 1999 
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se debe al equipo del profesor Sandra [20]. La técnica se comercializa bajo el 
nombre de “Twister” por Gerstel (Mülheim, Germany). 
 
El dispositivo empleado se compone de tres partes esenciales como se 
puede ver en la Figura 7. En primer lugar, tenemos una barra de un material 
magnético que se emplea para agitar el sistema; en segundo lugar, un 
recubrimiento de una fina capa de vidrio y en tercer lugar una capa de PDMS (24-
100 µL) que actúa como sorbente [20]. 
 
 
 
Figura 7. Esquema de una barra agitada. 
 
El procedimiento general seguido para la extracción de los analitos 
consiste en situar un cierto volumen de muestra en un vial. A continuación se 
añade la barra y la muestra se agita durante un tiempo determinado (hasta alcanzar 
el equilibrio o un tiempo fijado como óptimo). Seguidamente, la barra agitada se 
retira y se lava con agua destilada para eliminar el exceso de muestra. Finalmente, 
se seca la barra y se eluyen los analitos térmica o químicamente para sus análisis 
final. Los analitos extraídos son de carácter no polar (o poco polar) debido a la 
naturaleza apolar del PDMS [21]. 
 
A diferencia de otras técnicas como la SPME, la SBSE no se puede acoplar 
directamente al inyector de un cromatógrafo de gases para la desorción térmica de 
los analitos. Para tal fin se emplea una unidad de desorción térmica (TDU) que 
suele constar de dos vaporizadores de temperatura programables (PTV) [22-24]. El 
primero de ellos se encarga de elevar la temperatura para desorber a los analitos e 
introducirlos en el sistema, mientras que el segundo, se encarga de reducir la 
Material magnético 
PDMS 
Vidrio 
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temperatura, garantizando la correcta retención de los analitos en la columna y 
reduciendo el ancho de pico. 
 
La desorción térmica se limita a compuestos termoestables volátiles y 
semivolátiles. Por el contrario, la elución química es la alternativa cuando los 
compuestos son termolábiles o no volátiles. En este caso, la barra agitadora se 
sumerge en el disolvente o mezcla adecuada de ellos para extraer los analitos. Los 
disolventes más típicos son el acetonitrilo y el metanol. 
 
Los factores que afectan al proceso global se pueden clasificar en aquellos 
que afectan a la extracción y los que afectan a la etapa de desorción. 
 
La etapa de extracción está regida por el equilibrio de distribución de los 
analitos entre las fases y se ve afectada por el tiempo, pH, velocidad de agitación, 
temperatura, volumen de muestra y naturaleza del sorbente. Estas variables son 
comunes a muchos procesos extractivos y su influencia se ha descrito en el 
apartado 1.3 para el caso de la microextracción en fase sólida. 
 
Por otro lado, los factores que afectan a la etapa de desorción varían 
dependiendo de si ésta se realiza térmica o químicamente [25]. 
  
Cuando la desorción se realiza térmicamente, los dos parámetros más 
importantes son la temperatura de desorción y la de criogenización. La temperatura 
de desorción se estudia en el rango de 150-300 ºC, aunque para alargar el tiempo 
de vida de la barra agitada no se recomiendan valores extremos. La temperatura de 
criogenización debe de optimizarse para garantizar que los analitos se enfoquen 
correctamente y que los picos cromatográficos sean estrechos. 
 
Cuando la elución es de tipo químico, los factores más importantes son la 
elección del disolvente y el volumen del mismo. A la hora de elegir el disolvente 
adecuado hay que tener en cuenta el coeficiente de partición, seleccionando el 
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disolvente con el mayor valor de este parámetro. En cuanto al volumen, debe 
garantizar la completa inmersión de la barra agitada. 
 
En general, la SBSE se considera superior a técnicas como la SPME en 
términos de sensibilidad y precisión, pero posee una serie de desventajas como son 
los largos tiempos de equilibración, la imposibilidad de acoplarla de un modo 
sencillo a un inyector de un cromatógrafo de gases, la elevada manipulación que 
requiere y sobre todo la limitación que supone la falta de una gran gama de fases 
estacionarias. El único recubrimiento comercial es el PDMS, lo que limita el 
número de analitos con los que puede emplearse esta técnica [21,25]. 
 
7. Microextracción en gota 
 
Desde que en 1996 Liu y Dasgupta plantearon por primera vez el empleo 
de una gota de disolvente como extractante [26], su uso para extraer y 
preconcentrar analitos procedentes de muestras acuosas ha experimentado un gran 
auge debido a su rapidez, sencillez, y sobre todo al uso de pequeños volúmenes de 
disolventes (1-3 µL). Este último aspecto le confiere un marcado carácter 
ecológico y posibilita la obtención de factores de enriquecimiento muy elevados 
(10-1600) [27-33]. 
 
Dentro de la microextración en gota (single drop microextraction, SDME), 
existen diferentes modalidades que se clasifican atendiendo al número de fases que 
intervienen en el equilibrio. En este sentido, se pueden encontrar técnicas de dos y 
de tres fases [34]. 
 
La modalidad de dos fases más empleada es la microextracción en gota por 
inmersión directa (direct immersion single drop microextraction, DI-SDME) [33], 
donde una gota de disolvente situada en la punta de la aguja de una microjeringa se 
pone en contacto directo con una muestra acuosa como puede verse en la Figura 
8A. Esta técnica se emplea fundamentalmente para la extracción/preconcentración 
de analitos apolares [35-37]. Los disolventes más empleados son el hexano y el 
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tolueno, por lo que es plenamente compatible con la cromatografía de gases y de 
líquidos. 
 
Una versión miniaturizada de la inmersión directa es la modalidad de gota 
a gota (drop to drop single drop microextraction, DD-SDME) [34,38-40]. En ella, 
tanto el volumen de muestra como el de disolvente se encuentran en el rango de los 
microlitros. Esto hace posible que el equilibrio se establezca rápidamente sin 
necesidad de agitación. La configuración empleada se esquematiza en la Figura 8B. 
La principal limitación de esta técnica es que no permite alcanzar valores de 
preconcentración elevados. 
 
Otra modalidad de dos fases es la microextracción en flujo continuo 
(continuous flow single drop microextraction, CF-SDME) [34], en la que la 
muestra se hace fluir de manera continua alrededor de la gota, de modo que la gota 
de disolvente se encuentra siempre en contacto con muestra “fresca” (Figura 8C). 
En esta técnica se consigue alcanzar el equilibrio de reparto lo que redunda 
positivamente en la sensibilidad alcanzada. Esta modalidad está recomendada para 
analitos apolares y semivolatiles ligeramente polares [41-44].  
 
 
Figura 8. Modalidades de dos fases. (A) DI-SDME. (B) DD-SDME. (C) CF-SDME. 
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De entre las modalidades de tres fases, la más común es la microextracción 
en gota en espacio de cabeza (headspace single drop microextraction, HS-SDME). 
Esta modalidad se recomienda cuando las muestras son complejas y se pretenden 
extraer analitos volátiles o semivolátiles. Los disolventes más empleados son 1-
octanol, hexadecano, dodecano y decano [34]. Aunque la técnica es compatible 
tanto con cromatografía de líquidos como de gases, esta última alternativa se usa 
preferentemente debido a la naturaleza de los analitos diana [45,46]. El montaje 
utilizado en HS-SDME se presenta en la Figura 9A. 
 
La otra modalidad de tres fases es la extracción líquido-líquido-líquido en 
una gota (liquid-liquid-liquid microextraction, LLL) [47], que se presenta 
esquemáticamente en la Figura 9B. En esta modalidad, los analitos de la muestra 
acuosa se extraen empleando un disolvente orgánico, siendo posteriormente 
reextraídos en una gota de disolución aceptora acuosa. El proceso de extracción se 
rige por el gradiente de pH que se establece entre la muestra y la gota aceptora. 
Así, para los analitos ácidos el pH de la muestra se ajusta a valores ácidos con 
objeto de promover su extracción al disolvente orgánico. En cambio, la gota 
aceptora se ajusta a pH básico para promover la ionización y re-extracción de los 
analitos. Para especies básicas se procede del modo contrario.  
 
Esta técnica se aplica fundamentalmente para la determinación de 
compuestos ionizables de polaridad intermedia en muestras acuosas mediante 
cromatografía de líquidos [34]. 
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Figura 9. Modalidades de tres fases. (A) HS-SDME. (B) Extracción líquido-líquido-líquido 
[34]. 
 
La SDME se ve afectada por la fuerza iónica, el pH, la temperatura, el 
volumen de muestra y del espacio de cabeza, cuya influencia ya se ha comentado 
en el apartado 3.1. Sin embargo, existen otros factores que tienen una especial 
importancia en SDME y merecen ser comentados aparte. Estos son la elección del 
disolvente, el volumen de la gota y la agitación [34]. 
 
La elección del disolvente se debe realizar en base a una serie de requisitos 
entre los que cabe destacar que debe ser inmiscible con agua, poseer una 
temperatura de ebullición elevada, una viscosidad suficientemente alta para que la 
gota sea estable sin que la difusión de analitos se vea comprometida, y además, 
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debe tener una afinidad elevada por los analitos diana. En este sentido, el 1-octanol 
es uno de los disolventes más empleados, pues reúne todos los requisitos. 
 
La cantidad de analito extraído aumenta con el volumen de extractante, 
pero volúmenes elevados tiene un efecto negativo al provocar la inestabilidad de la 
gota. Es por ello por lo que no se recomiendan volúmenes superiores a 3 µL [34]. 
 
Precisamente, la agitación es un factor relacionado con la estabilidad de la 
gota. Una adecuada agitación permite reducir los tiempos de extracción, pero 
cuando es muy elevada puede provocar la inestabilidad de la gota y su pérdida en 
el seno de la muestra. 
 
La microextracción en gota es una técnica sencilla, rápida, respetuosa con 
el medio ambiente y presenta unos factores de enriquecimiento elevados. Sin 
embargo, es un proceso de extracción no exhaustivo, debido a la pequeña cantidad 
de disolvente empleado y a que en ocasiones los tiempos necesarios para alcanzar 
el equilibrio son muy elevados, sobre todo en las modalidades de tres fases donde 
se tienen que establecer varios equilibrios. Por ello, es habitual trabajar en 
condiciones de no equilibrio [34]. 
 
8. Microextraccion líquida en fibra hueca 
 
La microextracción líquida en fibra hueca (hollow fiber protected liquid 
phase microextraction, HP-LPME) fue presentada en 1999 por Pedersen-Bjergaard 
y Rasmussen como una alternativa más robusta a la microextracción en gota [48]. 
 
En términos generales, la HF-LPME consiste en sumergir en una muestra 
acuosa (fase donadora) una fibra hueca que contiene una fina capa de disolvente 
orgánico impregnando sus poros, y una fase aceptora (de naturaleza acuosa u 
orgánica) ocupando su volumen interno. Los analitos se extraen mediante difusión 
desde la fase donadora hasta la fase aceptora pasando a través del disolvente 
orgánico. 
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La fina capa de disolvente que se encuentra en los poros se denomina 
membrana líquida soportada (supported liquid membrane, SLM), y se genera 
mediante la inmersión de la fibra hueca en el disolvente seleccionado durante el 
tiempo suficiente (unos pocos segundos) para que penetre en los poros. 
 
En HF-LPME existen dos modalidades de trabajo [49], en una se emplean 
dos fases (líquido-líquido), mientras que en la otra se emplean tres fases (líquido-
líquido-líquido). En el primer caso, la fase aceptora es el mismo disolvente 
orgánico que impregna los poros de la fibra, siendo los disolventes más empleados 
1-octanol y tolueno. Dichos disolventes pueden inyectarse directamente en un 
cromatógrafo de gases, mientras que para su empleo directo en cromatografía de 
líquidos se requiere una etapa previa de evaporación y reconstitución.  
 
Esta modalidad es adecuada cuando los analitos de interés son de 
naturaleza hidrofóbica, pues estos difunden fácilmente a través de la capa de 
disolvente hasta el seno de la fase aceptora, estableciendo un equilibrio entre 
ambas fases de acuerdo a la ecuación 3.  
 
Afase donadora                 Afase aceptora orgánica                            (3)  
 
En la modalidad de tres fases, la fase aceptora es de naturaleza acuosa, de 
modo que los analitos son extraídos desde la muestra hasta la fase aceptora, 
atravesando la capa de disolvente orgánico que actúa de barrera física entre ambas. 
El equilibrio formado entre las tres fases sigue el esquema de la Ecuación 4. En 
este caso, la fase aceptora es compatible de forma directa con la cromatografía de 
líquidos pero no con la de gases, siendo los disolventes orgánicos empleados, en 
este caso para formar la SLM, los mismos que en la modalidad de dos fases. Los 
analitos adecuados para esta modalidad son aquellos que tienen grupos ionizables. 
 
Afase donadora              Afase orgánica               Afase aceptora acuosa     (4) 
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Dependiendo de la disposición de la fibra hueca, existen varias 
configuraciones posibles [49]. Las dos más empleadas son la disposición de la fibra 
en forma de U y la colocación de la fibra de forma longitudinal. Ambas se 
describen en la Figura 10. 
 
 
 
Figura 10. Esquema de las posibles configuraciones en HF-LPME. (A) Configuración en 
forma de U. (B) Configuración en forma de U con una jeringa para introducir/retirar a la 
fase aceptora. (C) Colocación longitudinal de la fibra. Figura adaptada de la referencia 49. 
 
La primera configuración consiste en conectar cada extremo de la fibra a 
agujas de acero similares a las que se emplean en medicina, de modo que la fibra se 
expone a la muestra formando una U (Figura 10A). Uno de los extremos se emplea 
para la introducción de la fase aceptora mediante una microjeringa, mientras que el 
otro permite su recuperación en un vial al aplicar presión por el extremo opuesto. 
Existe una versión de esta configuración en la que la jeringa empleada para 
introducir a la fase aceptora sirve también para recuperarla (Figura 10B). Esta 
versión requiere de una menor manipulación y además permite el acoplamiento 
directo con técnicas cromatográficas [49]. 
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La otra configuración consiste en introducir la fibra de forma longitudinal 
en la muestra (Figura 10C). De esta forma, un extremo queda expuesto a la 
muestra, mientras que el otro se conecta a una jeringa que permite depositar la fase 
aceptora en el interior de la fibra y posteriormente recuperarla de forma 
automatizada.  
 
El proceso de extracción se ve afectado por factores comunes a otras 
técnicas de microextracción como la agitación, la fuerza iónica y tiempo de 
extracción (apartado 3.1). Pero los factores en los que hay que hacer énfasis, y que 
distinguen a la HF-LPME de otras técnicas son el tipo de fibra, el disolvente 
orgánico, el pH y el empleo de portadores [49,50]. 
 
Las fibras que usualmente se emplean son de polipropileno gracias a su 
compatibilidad con un gran número de disolventes orgánicos y a la gran superficie 
que proporcionan. De hecho, un 70% de la superficie de estas membranas es 
porosa, con un tamaño de poro de 0.2 µm que permite incorporar una adecuada 
cantidad de fase orgánica (15-20 µL). Además presentan un diámetro interno 
grande (600 µm) lo que favorece la introducción de la fase aceptora. La fibra, 
además, proporciona la estabilidad necesaria para permitir la agitación vigorosa de 
la muestra sin pérdida de las fases contenidas en su interior. Los poros también 
actúan a modo de filtro, proporcionando un extracto muy limpio [49]. 
 
La elección del disolvente orgánico es una decisión crucial en la que se 
deben de tener en cuenta una serie de requisitos como: 
 
• Debe de ser inmiscible con agua, para evitar pérdidas. 
• Debe de quedar fuertemente inmovilizado en los poros de la fibra, 
también para evitar su pérdida durante el proceso. 
• Los coeficientes de partición deben de ser lo más elevados posibles, 
para asegurar la eficacia de la extracción. 
• Deben de ser poco volátiles, para evitar su evaporación. 
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• Su viscosidad debe de ser la adecuada para facilitar los procesos de 
difusión a través de ellos. 
 
El pH es un factor importante cuando se trabaja con analitos con un 
marcado carácter ácido o básico. En sistemas de dos fases, el pH de la muestra 
debe ajustarse de manera que se favorezca la forma neutra de los compuestos, y 
así, éstos tengan una mayor afinidad por la fase orgánica. En los sistemas de tres 
fases, el pH de la muestra y de la fase aceptora se ajusta del mismo que en la 
extracción líquido-líquido-líquido. 
  
En los casos en los que los coeficientes de distribución de los analitos no 
son los adecuados, la extracción de los mismos en sistemas basados sólo en 
transporte por difusión se dificulta enormemente. Esta situación ocurre tanto para 
las modalidades de dos fases como de tres fases, aunque se puede solucionar 
mediante la adición de portadores a la muestra. Estos portadores son reactivos 
moderadamente hidrofóbicos que se comportan como agentes formadores de pares 
iónicos y que favorecen el paso de los analitos a la fase orgánica (dos fases). Una 
vez alcanzada la interfase de la disolución aceptora con la fase orgánica (tres fases) 
el par iónico se descompone por la existencia del contraión adecuado en la fase 
aceptora, y los analitos tienden a dejar la fase orgánica y pasar a la fase aceptora. 
Los portadores más utilizados son las aminas como la trioctilamina, para el caso de 
analitos ácidos y los ácidos carboxílicos como el ácido octanoico para el caso de 
analitos de carácter básico. 
 
9. Microextracción líquido-líquido dispersiva 
 
En 2006 el grupo del Prof. Rezaee presentó la microextracción líquido-
líquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) como una 
alternativa a las técnicas de microextracción en fase líquida que requieren de un 
gran periodo de tiempo para alcanzar el equilibrio [51]. 
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La DLLME se basa en la dispersión de un disolvente (extractante) en una 
muestra acuosa, mediante la ayuda de un segundo disolvente (dispersante). Esto se 
hace con objeto de aumentar la superficie de contacto entre extractante y analitos, 
alcanzando el equilibrio casi de forma instantánea. 
 
El proceso de extracción se realiza siguiendo dos pasos como se puede ver 
en la Figura 11: 
 
a) La mezcla de disolventes (extractante y dispersante) se inyecta 
rápidamente en la muestra. El extractante se dispersa en la muestra en 
forma de microgotas, enturbiando la disolución y generando una gran 
superficie de contacto (Figura 11A). 
b) Seguidamente, se separan las fases mediante centrifugación y se 
recoge el disolvente usado como extractante para su análisis por una 
técnica instrumental adecuada (Figura 11B).  
 
El proceso extractivo se ve influenciado por factores como el volumen de 
muestra y de disolventes, el pH o la fuerza iónica entre otros [6,52]. 
 
La selección de los disolventes es un paso crucial que se realiza en función 
de varios requisitos. Por un lado, el dispersante debe de ser miscible con la matriz 
de la muestra líquida, que generalmente es acuosa, siendo los disolventes más 
empleados la acetona, el acetonitrilo y el metanol. Por otro lado, el extractante 
debe de ser capaz de extraer a los analitos y de ser soluble en el dispersante pero 
insoluble o poco soluble en la matriz de la muestra. Además, su densidad debe de 
ser muy diferentea la de la matriz de la muestra para que las dos fases se puedan 
separar [6,52]. 
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Figura 11. Etapas de la microextracción líquido-líquido dispersiva. (A) Dispersión del 
disolvente extractante. (B) Separación de fases. Figura adaptada de la referencia 52. 
 
Los disolventes empleados como extractantes son en su mayoría 
disolventes clorados de carácter muy toxico, que permiten la extracción de analitos 
apolares y el acoplamiento directo con la cromatografía de gases. Mientras que 
para el caso de cromatografía de líquidos, se aconseja la evaporación y 
reconstitución en el disolvente adecuado. 
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Debido a la preocupación que origina el empleo de disolventes tóxicos, se 
han empleado también disolventes de menor toxicidad como alcoholes de cadena 
larga o hidrocarburos. El empleo de estos disolventes, que a diferencia de los 
anteriores poseen una menor densidad que el agua, hace que una vez que se 
centrifuga, se pueda recoger el extractante flotando en la muestra o bien, si éste 
tiene una temperatura de fusión menor que la del agua, se puede congelar y retirar 
fácilmente una vez que haya solidificado. Algunos de los disolventes que se 
utilizan en esta última modalidad son el 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-dodecanol y 
el hexadecano. También se ha introducido el empleo de líquidos iónicos como 
extractantes seguros y respetuosos con el medio ambiente. Sus propiedades se 
comentaran en una sección posterior de esta introducción [53-56]. 
 
La DLLME es una técnica que emplea pequeños volúmenes de disolvente 
extractante, es rápida, barata, y respetuosa con el medio ambiente; también es 
compatible con diversas técnicas cromatográficas. Sin embargo, se emplea un 
volumen elevado de disolventes dispersantes. 
 
10. Nuevos materiales en técnicas de microextracción 
 
10.1. Líquidos iónicos 
 
Los líquidos iónicos son sales que presentan puntos de fusión muy bajos en 
comparación con las sales inorgánicas convencionales [57]. Así, por ejemplo, el 
líquido iónico cloruro de 1-propil-3-imidazolio tiene un punto de fusión de 60 ºC 
que es un orden de magnitud inferior al del cloruro sódico (803 ºC) [58]. Esta 
disminución se debe a la sustitución de los pequeños cationes inorgánicos por otros 
orgánicos más voluminosos y asimétricos, que producen una deslocalización de la 
carga que evita la formación de una estructura cristalina estable a temperaturas 
cercanas a la temperatura ambiente [59]. Por este motivo, a este tipo de líquidos 
iónicos se los denomina líquidos iónicos a temperatura ambiente (room-
temperature ionic liquids, RTILs) [60].  
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Su empleo cada vez más extendido en técnicas de microextracción viene 
dado por sus extraordinarias propiedades físico-químicas tales como la estabilidad 
térmica, presión de vapor baja, viscosidad y miscibilidad con agua, así como la 
capacidad para extraer compuestos orgánicos e iones metálicos. Algunas de las 
propiedades físico-químicas de los líquidos iónicos más comunes en Química 
Analítica se pueden ver en la Tabla 2 [61]. 
 
Tabla 2. Propiedades físico-químicas de los líquidos iónicos más empleados. 
Líquido iónico Punto de 
fusión (ºC) 
Densidad 
(g mL-1) 
Viscosidad 
(mPa s) 
Miscibilidad 
con agua 
(g 100 mL) 
[C4MIM] [PF6] 10, -8 1.36-1.37 (25 ºC) 148-450 (25 ºC) 1.88 
[C6MIM] [PF6] -61 1.29-1.31 (25 ºC) 560-586 (25 ºC) 0.75 
[C8MIM] [PF6]  1,20-1,23 (25 ºC) 682-710 (25 ºC) 0.20 
[CMIM] 
[(CF3SO2)2N] 
22 1.56 44 (20 ºC)  
[C2MIM] 
[(CF3SO2)2N] 
-3 1.50 34 (20 ºC) 1.77 
[C4MIM] 
[(CF3SO2)2N] 
-4 1.42 52 (20 ºC) 0.80 
[C6MIM] 
[(CF3SO2)2N] 
 1.33  0.34 
[C8MIM] 
[(CF3SO2)2N] 
 1.31  0.21 
[C4MIM] [Cl] 65, 41 1.10 (25 ºC) sólido miscible 
[C2MIM] [BF4] 15 1.15 (30 ºC) 
1.28 (25 ºC) 
37 (25 ºC) miscible 
[C4MIM] [BF4] -81 1.17 (30 ºC) 
1.21 (25 ºC) 
233 (30 ºC) 
180 (25 ºC) 
miscible 
[C6MIM] [BF4]   314 (20 ºC) 
177 (30 ºC) 
miscible 
[C4MIM] 
[CF3SO3] 
16 1.29 (20 ºC) 90 (20 ºC) miscible 
MIM, metilimidazolio. 
 
Todas las propiedades de los líquidos iónicos dependen de la naturaleza y 
del tamaño de los iones que los constituyen. Algunas, como la estabilidad térmica o 
la miscibilidad con agua dependen principalmente de los aniones, mientras que 
otras como la viscosidad o la densidad dependen de los cationes. Esto significa que 
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se pueden combinar aniones y cationes para obtener las propiedades deseadas, es 
decir, se puede “diseñar” el líquido iónico idóneo para cada necesidad, por lo que 
se les ha denominado como solventes de diseño (designer solvents). 
 
Los cationes empleados son mayoritariamente orgánicos, mientras que los 
aniones pueden ser orgánicos o inorgánicos y su combinación da como resultado 
un número muy elevado (más de dos mil) de líquidos iónicos potenciales. Los 
iones más comunes se exponen en la Figura 12. 
 
 
Cationes más usados 
 
 
 
 
 
 
Posibles aniones 
 Insolubles en agua                                                                       Solubles en agua 
 [PF6]-                                         [BF4]-                                       [CH3COO]- 
 [(CF3SO2)2N]-                        [CF3SO3]-                                    Br-, Cl-, I- 
 [BR1R2R3R4]-                                                                             [Al2Cl3]-, [AlCl4]- 
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Figura 12. Principales iones que participan en los líquidos iónicos más empleados en 
Química Analítica [61]. 
 
A continuación, se comentarán brevemente las modalidades de 
microextracción que emplean líquidos iónicos como medio o coadyuvante del 
proceso de extracción. El uso de líquidos iónicos como recubrimiento de fibras de 
SPME [61,62] permite minimizar algunos de los inconvenientes relacionados con 
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los recubrimientos más convencionales, como son la inestabilidad y el tiempo de 
vida útil reducido. Por una parte, la viscosidad del líquido iónico permite mantener 
la integridad del recubrimiento durante la agitación, y el hecho de ser un líquido 
permite que la difusión de los analitos sea mayor que en el caso de los 
recubrimientos sólidos. Además, la estabilidad térmica que ofrecen, permite el 
acoplamiento directo con la cromatografía de gases mediante la desorción térmica 
de los analitos en el inyector del equipo. 
 
El recubrimiento de las fibras de sílice se realiza mediante enlaces 
covalentes, obteniendo una película muy estable, duradera y con resultados 
reproducibles tanto para la modalidad de inmersión directa como para la  de 
espacio de cabeza. 
 
Los líquidos iónicos también son idóneos para su uso como disolventes en 
HF-LPME en sistemas de tres fases [63,64]. Esto se debe a su densidad y 
viscosidad, motivo por el cual se inmovilizan fácilmente en los poros de la fibra. 
Además, su inmiscibilidad con agua, permite separar perfectamente la fase 
donadora de la fase aceptora (ambas acuosas) con una elevada transferencia de 
masa, lo que se traduce en una alta eficacia extractiva. 
 
El empleo de líquidos iónicos también consigue superar algunos de los 
inconvenientes derivados del uso de disolventes tradicionales en SDME [65,66]. 
En primer lugar, su viscosidad le confiere una mayor estabilidad a la gota, lo que 
permite el uso de mayores volúmenes de disolvente. En segundo lugar, la baja 
presión de vapor evita su pérdida por evaporación. Por último, su inmiscibilidad 
con agua unido a todo lo anterior, permite trabajar en la modalidad de inmersión 
directa con un menor riesgo de pérdida de la gota en la muestra. De modo general, 
el uso de líquidos iónicos en SDME permite su uso directo en cromatografía de 
líquidos, pero debido a la baja presión de vapor y a su estabilidad térmica, no se 
pueden introducir en el cromatógrafo de gases, debiendo diseñar interfases 
apropiadas que permitan la desorción térmica de los analitos 
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Otra técnica que se beneficia del empleo de líquidos iónicos es la DLLME 
[67]. Esto se debe principalmente a la posibilidad de obtener el líquido iónico con 
la solubilidad deseada. En este sentido, se puede trabajar en el modo clásico de la 
técnica, disolviendo el líquido iónico (inmiscible con agua) en el disolvente 
orgánico adecuado. A continuación, se dispersa la mezcla en el interior de una 
muestra acuosa y se separan las fases por centrifugación. 
 
La solubilidad de algunos líquidos iónicos en agua depende críticamente de 
la temperatura de trabajo. Esta propiedad se ha aprovechado para el desarrollo de la 
modalidad de microextracción líquido-líquido por dispersión de un líquido iónico a 
temperatura controlada (temperatura controlled ionic liquid DLLME, TC-IL-
DLLME), técnica propuesta por Zhou y colaboradores [68]. Esta modalidad 
consiste en suprimir el empleo de disolventes dispersantes, de modo que la 
dispersión del líquido iónico en la muestra y su recuperación se realizan mediante 
su solubilización al aumentar la temperatura y su insolubilización al bajarla. 
Posteriormente, el propio Zhou en 2009 propuso como alternativa la solubilización 
del líquido iónico mediante el uso de ultrasonidos [69]. Esta técnica se denomina 
microextracción líquido-líquido por dispersión de un líquido iónico asistida por 
ultrasonidos (ultrasonic-assisted IL-DLLME). 
 
La solubilidad de un líquido iónico en agua depende de manera directa del 
anión que lo constituye, de manera que es posible modular esta solubilidad 
mediante la adición de contraiones específicos a la muestra. Esta estrategia ha dado 
lugar a la técnica de microextracción por formación in situ del disolvente (in-situ 
solvent formation microextraction, ISFME), propuesta en 2009 por Bagdadi y 
Shemirani [70]. La extracción consiste en añadir un líquido iónico miscible con 
agua a una muestra acuosa. Posteriormente, se añade una sal que contiene el anión 
adecuado para que mediante una doble sustitución se forme un líquido iónico 
inmiscible con agua. 
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En términos generales, el empleo de líquidos iónicos en las técnicas de 
microextracción es positivo, debido a sus características que los hacen capaces de 
suplir algunas de las carencias de los disolventes empleados tradicionalmente. 
Además, su baja presión de vapor los convierten en disolventes respetuosos con el 
medio ambiente, y su no inflamabilidad hacen que su manejo en el laboratorio sea 
seguro. 
  
10.2. Nanotubos de carbono 
 
Recientemente, la tecnología ha permitido la obtención de una gran 
variedad de materiales a escala nanométrica, que rápidamente se han implementado 
en la Química Analítica debido a que exhiben unas propiedades excepcionales en 
sistemas miniaturizados, incluyendo los procesos de extracción [71]. Entre estos 
materiales se encuentran las nanopartículas de carbono que engloban a los 
nanodiamantes, fullerenos, nanocebollas, nanocuernos, nanotubos y nanoconos de 
carbono. 
 
Las nanopartículas de carbono se emplean como sorbentes debido a que 
combinan una gran superficie extractiva con la afinidad por una gran variedad de 
analitos al poder establecer interacciones dipolo-dipolo, enlaces por puentes de 
hidrogeno, interacciones π-π o interacciones hidrofóbicas. Además, su 
funcionalización permite que actúen varios tipos de interacciones, incrementando 
la selectividad de los procesos [71]. 
 
De entre todas las nanopartículas de carbono, los nanotubos son los que 
más aplicaciones tienen en Química Analítica. Los nanotubos de carbono se 
descubrieron en 1991 por Iijima [72] y se definen como láminas de grafeno que se 
enrollan formando tubos con un diámetro de entre unas pocas décimas hasta 
decenas de nanómetros, y con una longitud que va desde centenares de nanómetros 
hasta varios micrómetros. Existen dos tipos fundamentales de nanotubos de 
carbono, los nanotubos de carbono monocapa (single-walled carbon nanotubes, 
SWCNTs) y los nanotubos de carbono multicapa (multi-walled carbon nanotubes, 
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MWCNTs), dependiendo de si están formados por una o más capas de grafeno. 
Ambos tipos se pueden ver en la Fi
 
Figura 13. (A) SWCNTs. (B) MWCNTs.
 
Debido a su gran capacidad sorbente, en 2003 Cai propuso el uso de 
nanotubos de carbono en SPE
de nanotubos de carbono en SPE tiene varias ventajas como por ejemplo, reducir la 
cantidad de material utilizado (desde 1 g hasta 30 mg) y su
veces). Además, los volúmenes de ruptura (
elevados, lo que favorece la obtención de grandes factores de enriquecimiento. En 
este sentido, se emplean preferentemente los MWCNTs frente a los SWCNTs, 
debido a que las múltiples capas que poseen producen una mejora de la interacción 
con los analitos m
 
En 2006, Wang propuso por primera vez el empleo de nanotubos de 
carbono como recubrimiento de fibras en SPME
puede realizar mediante 
platino, controlando el espesor del recubrimiento mediante el número de ciclos 
realizados, o mediante un proceso sol
fragilidad de la fibra hace que sea más recomendable el uso
como por ejemplo de titanio.
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Los nanotubos de carbono también se emplean en in-tube SPME [75]. En 
este caso, los nanotubos recubren la parte exterior de una fibra hueca de sílice que 
se inserta en un tubo de PEEK, que posteriormente se acopla al bucle de una 
válvula de inyección. De este modo, se obtiene la completa automatización del 
proceso, acoplando en línea la etapa extractiva con la técnica instrumental. 
 
A pesar de su insolubilidad en agua y de su tendencia a formar agregados, 
los nanotubos de carbono se emplean como fases pseudoestacionarias en 
electroforesis capilar [76]. Para superar dichos inconvenientes se emplean 
nanotubos derivatizados, aunque también se pueden recubrir con tensioactivos 
como por ejemplo el dodecil sulfato sódico (SDS). El empleo de SWCNTs con 
tensioactivos da como resultado una nueva modalidad denominada cromatografía 
electrocinética micelar de nanopartículas dispersadas (micellar nanoparticle 
electrokinetic chromatography, MiNDEKC), que proporciona una mejor 
resolución debido a una mayor interacción con los analitos. El resultado se puede 
ver en la Figura 14, para la separación de una mezcla de clorofenoles. 
 
 
 
Figura 14. Mejora de la resolución al aplicar nanotubos de carbono monocapa (SWCNTs) 
en MiNDEKC [76]. 
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Los nanotubos también se emplean como fases estacionarias, tanto en 
cromatografía de líquidos como de gases, aunque debido a su estabilidad térmica, 
la mayoría de las aplicaciones se realizan para esta última, permitiendo realizar 
separaciones a muy altas temperaturas y mejorando el comportamiento de las 
columnas de cromatografía de gases [76]. 
 
En general, los nanotubos de carbono son materiales muy apreciados en 
Química Analítica debido a su excelente capacidad sorbente, sin embargo poseen 
varias limitaciones como su tendencia a agregarse que puede producir una 
disminución de la superficie sorbente y su insolubilidad en agua que puede 
dificultar algunos procesos extractivos. Para solventar dichos inconvenientes y 
aumentar la selectividad de los procesos, los nanotubos deben de funcionalizarse 
mediante procesos oxidativos que introducen grupos oxigenados. 
 
10.3 Nanomateriales metálicos 
 
El uso de nanomateriales metálicos ha crecido enormemente durante la 
pasada década debido a sus excelentes propiedades eléctricas, térmicas, pero sobre 
todo a sus propiedades ópticas que son muy diferentes a las que presentan los 
metales a escala macroscópica. Los principales nanomateriales metálicos son las 
nanopartículas de oro y de plata, los óxidos de metales (por ejemplo el oxido de 
titanio, TiO2), y los puntos cuánticos (quantum dots, QDs) [77]. 
 
Las nanopartículas de oro y de plata son de enorme utilidad debido a 
propiedades ópticas como la absorbancia, la fluorescencia y procesos de dispersión 
tanto de Rayleigh como Raman. Esta actividad óptica se debe a la resonancia de 
plasmón superficial (surface plasmon resonance, SPR), que consiste en la 
excitación coherente de todos los electrones libres de la banda de conducción del 
metal mediante una onda electromagnética (Figura 15). La SPR es responsable de 
procesos selectivos de absorción con una enorme absortividad molar, que coexisten 
con procesos de dispersión [78]. 
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Figura 15. Formación del SPR mediante la formación de un dipolo inducido al aplicar un 
campo electromagnético [78]. 
 
Las nanopartículas oro se utilizan ampliamente como biomarcadores para 
diagnósticos médicos. Esto es posible debido a que no son tóxicos, no se 
descomponen con la luz y a que son biocompatibles. Esto, unido a sus propiedades 
ópticas, permite el reconocimiento de biomoléculas como por ejemplo el 
reconocimiento de células cancerígenas por medio de técnicas ópticas realizando 
medidas de absorbancia, de fluorescencia o mediante espectroscopia Raman 
amplificada por superficie (surface enhanced Raman scattering, SERS) [79]. 
Además, las nanopartículas oro se emplean en técnicas de microextracción como 
por ejemplo la SDME [80], en la que se emplea una disolución de oro coloidal en 
tolueno como medio de extracción de péptidos en agua u orina. En este caso, se 
aprovecha su naturaleza metálica, utilizando la superficie del metal cargada 
positivamente para su interacción con los péptidos, que a su vez están cargados 
negativamente mediante el ajuste del pH de la muestra por debajo del punto 
isoeléctrico de los analitos. Este procedimiento permite el análisis directo mediante 
desorción por ionización de matriz asistida por láser y espectrometría de masas 
(matrix assisted laser desorption ionization-mass spectrometry, MALDI-MS). 
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Esfera 
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Las nanopartículas de plata también poseen unas propiedades ópticas 
excepcionales debido a la existencia de SPR, así que también se usan como 
marcadores, empleando para su detección técnicas espectroscópicas como la SERS 
o la espectroscopia ultravioleta-visible. Además, sus propiedades eléctricas las 
hacen adecuadas para su uso en voltamperometría [81]. 
 
Las nanopartículas de plata también se emplean en extracción en fase 
sólida debido a su capacidad para retener en su superficie moléculas apolares, y a 
su capacidad para aumentar las propiedades luminiscentes de los analitos. Esto se 
emplea por ejemplo para la preconcentración y análisis directo de hidrocarburos 
aromáticos policíclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) en muestras de 
agua [82]. También se han empleado para la determinación de proteínas y de 
péptidos mediante su derivatización con ligandos hidrofóbicos como por ejemplo 
tioles.  
 
Las nanopartículas de óxidos metálicos se usan ampliamente en extracción 
en fase sólida para la separación y preconcentración de iones de metales tóxicos, 
así como de compuestos organometálicos en muestras de agua. Los óxidos 
metálicos más empleados son los de titanio, aluminio, zirconio, manganeso, cerio y 
los óxidos de hierro. El principal problema que presenta el uso de óxidos metálicos 
es la falta de selectividad [83-85]. Para superar este inconveniente, se realizan 
modificaciones físicas o químicas de la superficie de las nanopartículas, 
inmovilizando compuestos orgánicos como la ditizona o el ácido gálico [86,87] 
para obtener una mayor selectividad. También hay que resaltar el empleo de TiO2 
para preconcentrar compuestos fosforados y cómo su recubrimiento con óxidos de 
hierro magnéticos facilita su separación de la matriz de la muestra [88,89]. 
 
En cuanto a los puntos cuánticos, estos son nanopartículas 
semiconductoras esféricas con todas sus dimensiones en el rango de la nanoescala 
(generalmente entre 1 y 10 nm). La principal característica de los puntos cuánticos 
es que los portadores de carga (electrones y huecos) atrapados en su interior están 
sujetos a un confinamiento espacial (en las tres dimensiones) tan fuerte que sus 
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niveles energéticos exhiben separaciones de hasta decenas de meV, con lo que sus 
niveles de energía pasan a ser discretos. El hecho de que se produzca este 
confinamiento cuántico es porque estas nanopartículas poseen un tamaño 
comparable al radio del excitón de Bohr, que es del orden de 10 nm en la mayoría 
de los semiconductores [90]. 
 
Como consecuencia de este confinamiento cuántico, las propiedades 
ópticas de los QDs dependen de su tamaño [91], de modo que a un menor tamaño, 
menor cantidad de átomos con una mayor distancia entre las bandas de conducción 
y de valencia, obteniendo emisiones muy energéticas y con una pequeña longitud 
de onda. De este modo, para una misma composición, simplemente variando el 
tamaño de las partículas se pueden obtener longitudes de onda diferentes. 
 
En principio, cualquier átomo aislado podría ser perfectamente un punto 
cuántico. Sin embargo, con los medios actuales no se puede trabajar con átomos 
individualmente a escala industrial. Los puntos cuánticos más comunes son los 
compuestos semiconductores binarios formados por elementos de los grupos II-VI 
de la tabla periódica, es decir, sulfuro de cadmio (CdS), seleniuro de cadmio 
(CdSe), teluro de cadmio (CdTe), seleniuro de zinc (ZnSe), sulfuro de plomo 
(PbS), y el mercurio sulfuro (HgS), y de los grupos III-V, como son, el fosfuro de 
indio (InP) y el nitruro de galio (GaN) [92]. 
 
La estructura general de un QD comprende un núcleo de material 
semiconductor inorgánico que es el QDs en sí mismo, por ejemplo, CdTe y CdSe, 
y una coraza inorgánica que no altera las propiedades del punto cuántico. A 
continuación posee una capa de ligandos orgánicos que pueden ser de naturaleza 
hidrofóbica o hidrofílica según se requiera la solubilización del QD en un medio 
orgánico o en solución acuosa y que además, puede permitir la unión a 
biomoléculas [92]. 
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Debido a sus propiedades ópticas (elevado rendimiento cuántico, espectros 
de absorción-excitación intensos, longitud de onda modulable, elevados tiempos de 
vida de los procesos luminiscentes), sus propiedades eléctricas como 
semiconductores, y la posibilidad de unirlos a biomoléculas, hacen de los QDs 
idóneos para su uso como biomarcadores, por ejemplo en la detección in vivo de 
tumores. Para su detección, se hace uso de técnicas espectroscópicas 
(espectroscopía UV-VIS, espectroscopía de fluorescencia y de infrarrojo cercano), 
además de técnicas electroquímicas como la voltamperometría [93]. 
 
10.4. Nanomateriales híbridos 
 
Los nanomaterialess híbridos se definen como aquellos que combinan dos 
o más tipos de nanocomponentes con el objetivo de potenciar una determinada 
propiedad o de combinar varias. Por ejemplo, la combinación de nanopartículas de 
plata con puntos cuánticos da como resultado un híbrido con una actividad SERS 
aumentada, mientras que el empleo de nanopartículas de oro recubiertas con una 
película de sílice nanométrica, combina las propiedades ópticas de las 
nanopartículas de oro con la estabilidad de la sílice [94].  
  
Las nanopartículas híbridas se pueden clasificar atendiendo a si están 
constituidas por un mismo tipo de material o por diferentes, a las propiedades 
resultantes de la unión de nanopartículas y al modo en que estas se unen. Esta 
clasificación se puede ver en la Figura 16. 
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Figura 16. Clasificación de los nanomateriales híbridos [94]. 
 
Entre las aplicaciones analíticas, podemos destacar aquellas en las que la 
unión de diferentes nanopartículas tiene un efecto potenciador de la actividad 
SERS, como por ejemplo la combinación de nanopartículas de plata con Fe2O3 
(Ag@Fe2O3) o la unión de nanopartículas de oro con Fe3O4 (Au@Fe3O4). También 
se puede resaltar la unión entre nanotubos de carbono y puntos cuánticos para 
incrementar la eficiencia de las emisiones de estos últimos [95]. 
 
Sin embargo, es en la combinación de propiedades de diferentes materiales 
donde se encuentra el mayor número de aplicaciones. En este sentido, cabe 
destacar la unión de nanopartículas magnéticas con diferentes materiales como por 
ejemplo el oro, sílice o nanotubos de carbono, aprovechando su bio-compatibilidad 
o la posibilidad de funcionalización de estos para interaccionar con biomoléculas y 
así actuar en procesos de diagnóstico [94]. Otro ejemplo es la unión de nanotubos 
de carbono con puntos cuánticos para la determinación de contaminantes en agua, 
aprovechando la capacidad extractiva de los nanotubos con la fluorescencia de 
algunos contaminantes en presencia de nanopartículas metálicas [96]. 
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Los tópicos abordados en la introducción de esta Memoria de Tesis 
Doctoral ponen de manifiesto la relevancia de las técnicas de extracción 
miniaturizadas en el diseño de nuevos procesos analíticos que presenten mejores 
propiedades analíticas básicas y complementarias. En este sentido, el empleo de 
nuevos materiales, como los líquidos iónicos o los sólidos nanoestructurados han 
sido clave para esta mejora. 
 
En los siguientes capítulos de la Memoria se van a describir las 
contribuciones desarrolladas en este ámbito, aplicadas a la resolución de problemas 
ambientales. 
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En esta sección de la Memoria se enumeran las diferentes herramientas 
empleadas en el desarrollo experimental de la presente Tesis Doctoral como son: 
material sorbente, analitos objeto de análisis, disolventes orgánicos, reactivos, 
material de laboratorio, interfases, muestras, instrumentos analíticos y los aparatos 
necesarios para llevar a cabo los distintos procesos analíticos. Además, se 
profundiza en sus características y aspectos más relevantes de su utilización 
 
Materiales sorbentes 
 
A lo largo de esta Tesis Doctoral se han evaluado diferentes materiales 
como sorbentes en técnicas de microextracción: 
 
• Polímero monolítico, preparado in situ dentro de un capilar de sílice 
cuyo interior fue previamente tratado con metacrilato de 
3(trimetoxisilil) propilo para asegurar la unión covalente entre el 
polímero y la pared del capilar. El polímero se formó mediante la 
mezcla de los monómeros (metacrilato de butilo y dimetacrilato de 
etileno) en presencia de disolventes porogénicos (2-propanol y 
formamida) y de peróxido de laurilo. Dicha mezcla se sonicó durante 
10 minutos, y seguidamente se purgó con una corriente de nitrógeno 
durante 10 minutos. La mezcla se introdujo en el capilar y se mantuvo 
en un horno a 70 ºC durante 24 horas. Finalmente, se pasó una 
corriente de metanol mediante una bomba de HPLC para eliminar 
monómeros que no habían reaccionado. 
 
• Sílice funcionalizada con octadecilsilano (RP-C18), adquirida a la 
empresa Análisis Vínicos (Tomelloso, España). El material, con un 
tamaño de partícula 20 µm se adquirió en cartuchos para SPE de 500 
mg de los que se extrajo para su utilización. 
 
• Sílice modificada con líquido iónico, que se sintetizó a partir de sílice 
de un tamaño de partícula de 5 µm y un tamaño de poro de 60 Å, 
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adquirida a la empresa Análisis Vínicos (Tomelloso, España). La 
síntesis consistió en activar los grupos silanoles de la sílice 
suspendiéndola en acido clorhídrico 1 M durante 24 horas. Después de 
neutralizar y de secar la sílice, se realiza un reflujo empleando 3-
cloropropiltrimetoxisilano, y trietilamina, en tolueno como medio 
durante 48 horas. El material recogido se lava empleando 
secuencialmente tolueno, etanol/agua (1:1 v/v), metanol y se seca. 
Finalmente, se realiza un nuevo reflujo de 48 horas empleando N-
metilimidazolio en tolueno. El resultado es la sílice funcionalizada 
con cloruro de metilimidazolio. 
 
Debido a que el cloruro de metilimidazolio se encuentra en su forma 
ionizada en agua, que es el medio más desfavorable para la extracción 
de analitos de carácter apolar, se realiza una reacción de doble 
sustitución sumergiendo la sílice en una disolución de 
hexafluorofosfato potásico (KPF6). El producto resultante es sílice 
funcionalizada con hexafluorofosfato de metilimidazolio. 
 
• Nanopartículas de hierro recubiertas con líquido iónico. Estas 
nanopartículas se sintetizaron en el laboratorio y constan de tres partes 
claramente diferenciadas. En primer lugar, poseen un núcleo de 
magnetita (Fe3O4) que le confiere las propiedades magnéticas a la 
estructura y que se sintetiza a partir de cloruro férrico (FeCl3.6H2O), 
cloruro ferroso (FeCl2.4H2O) y amoniaco. En segundo lugar, existe 
una capa de sílice que envuelve al Fe3O4 que se forma al tratar las 
nanopartículas de Fe3O4 con tetraortosilicato y etanol. Finalmente, la 
sílice se funcionaliza con un líquido iónico siguiendo un 
procedimiento similar al descrito anteriormente. 
 
• Cloruro de 1-metil-3-octilimidazolio. Este líquido iónico se emplea 
debido a su solubilidad en medio acuoso, y a que permite la formación 
in situ de hexafluorofosfato de 1-metil-3-octilimidazolio (el 
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extractante) simplemente añadiendo KPF6. Este proceso se realiza 
mediante una reacción de doble sustitución. Ambos reactivos fueron 
adquiridos a Sigma-Aldrich (Madrid, España). 
 
Analitos 
 
Los analitos utilizados para llevar a cabo la investigación fueron de pureza 
analítica o superior, siendo todos ellos adquiridos a Sigma-Aldrich (Madrid, 
España). A continuación se enumeran agrupados por familias: 
 
• Clorofenoles. Estos compuestos son contaminantes que aparecen con 
frecuencia en el medio ambiente debido a su empleo como 
desinfectantes, plaguicidas y blanqueantes. Químicamente, se pueden 
definir como fenoles que contienen de uno a cinco átomos de cloro 
distribuidos en las posiciones orto, meta o para. Estos compuestos se 
consideran tóxicos y con tendencia a la bioacumulación. En esta Tesis 
Doctoral se seleccionaron los siguientes: 2-clorofenol, 3-clorofenol, 4-
clorofenol, 2,6-diclorofenol, 2,3-diclorofenol, 3,4-diclorofenol, 2,4,5-
triclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3,5,6-tetraclorofenol y 
pentaclorofenol. También se empleó 4-bromofenol como estándar 
interno.  
 
                             4-clorofenol     3,4-diclorofenol    2,4,5-triclorofenol    pentaclorofenol            
           3-clorofenol   2,3-diclorofenol                             
                       2-clorofenol     2,6-diclorofenol                              2,3,5,6-tetraclorofenol        
  2,4,6-triclorofenol 
4-bromofenol  
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• Hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs). Estos compuestos 
son una familia de contaminantes orgánicos formados por dos o más 
anillos aromáticos condensados. Se generan durante procesos en los 
que la combustión no es completa tanto en procesos naturales 
(volcanes por ejemplo), como por medio de la actividad humana 
(combustión de combustibles fósiles, etc), motivo por el cual se 
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Los PAHs 
presentan una elevada toxicidad, así como propiedades mutagénicas y 
cancerígenas, por lo que han sido considerados como contaminantes 
prioritarios por diversas organizaciones, como la agencia de 
protección medioambiental americana (US-EPA). Los PAHs 
seleccionados para la realización de esta Tesis Doctoral han sido los 
siguientes: naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, 
fluoranteno, pireno, benzo [a] antraceno, criseno, benzo [b] 
fluoranteno, benzo [k] fluoranteno, benzo [a] pireno, indeno (1,2,3-cd) 
pireno, dibenzo [a,h] antraceno. 
 
 
             naftaleno        acenafteno          fluoreno                 antraceno             fluoranteno              
           indeno (1,2,3-cd) pireno          criseno             benzo [b] fluoranteno   dibenzo [a,h] antraceno              
pireno            benzo [a] antraceno                                 benzo [a] pireno 
benzo [k] fluoranteno                               fenantreno 
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• Plaguicidas organofosforados. Estos compuestos son ampliamente 
usados en agricultura debido a su poder insecticida, por lo que no es 
de extrañar que puedan introducirse en la cadena trófica, ya sea a 
través de los alimentos o de agua procedente de fuentes subterráneas 
donde llegan mediante percolación. La preocupación por la presencia 
de estos compuestos viene dada por el hecho que no sólo son 
perjudiciales para los insectos, sino que también lo son para los seres 
humanos, pues inhiben a la enzima acetilcolinesterasa, provocando 
una constante estimulación del sistema nervioso. Los plaguicidas 
organofosforados seleccionados como analitos son los siguientes: 
foxim, fosmet, triazofos y metil paratión. 
 
 
 
foxim                                           metil paratión 
fosmet                                               triazofos 
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Disolventes orgánicos 
 
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han empleado diferentes 
disolventes orgánicos, adquiridos con una pureza analítica o superior en Panreac 
(Barcelona, España) o en Scharlab (Barcelona, España), los cuales se enumeran a 
continuación: 
 
• Metanol, acetona, 2-propanol, acetonitrilo, etanol, tolueno, acetato de 
etilo y hexano. 
 
Se han empleado con diferentes finalidades, entre las que cabe destacar las 
siguientes: 
 
• Preparación de disoluciones estándar de los analitos.  
 
• Eluyentes en los procesos de extracción en fase sólida.  
 
• Disolvente dispersante en dispersión en fase sólida. 
 
• Disolvente porogénico. 
 
• Medio de reacción en procesos de síntesis. 
 
• Preparación de rejillas de cobre para su uso en microscopía electrónica 
de transmisión.  
 
• Fase móvil de cromatografía de líquidos. 
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Otros reactivos 
  
• Ácido clorhídrico de pureza 35% para el ajuste de pH ó activar grupos 
silanoles. 
 
• Cloruro sódico para modificar la fuerza iónica. 
 
• Hidróxido sódico para el ajuste de pH. 
 
• Nitrogeno de pureza 5.0 para la evaporación de disolventes y helio 2 
Alphagaz (Air Liquid, Sevilla, España) empleado para la introducción 
de muestras mediante desorción térmica y como fase móvil en 
cromatografía de gases. 
 
• Formamida como disolvente porogénico en polímeros monolíticos. 
 
• Monómeros como metacrilato de butilo, dimetacrilato de etileno, 
metacrilato de 3(trimetoxisilil) propilo para la formación de un 
polímero monolítico y peróxido de laurilo como coadyugante del 
proceso. 
 
• Anhídrido acético y carbonato potásico para la derivatización de 
clorofenoles mediante acetilación. 
 
• Hidroxilamina para impedir la cloración del 4-bromofenol. 
 
• Trietilamina como coadyuvante en la modificación de superficies de 
sílice con líquido iónico. 
 
• 3-Cloropropiltrimetoxisilano, N-metilimidazolio como reactivo en la 
modificación de superficies de sílice con líquido iónico. 
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• Hexafluorofosfato potásico como sal en procesos de doble sustitución 
de iones cloruro por iones hexafluorofosfato. 
 
• Cloruro férrico, amoniaco y cloruro ferroso para la síntesis de 
nanopartículas magnéticas. 
 
• Ortosilicato de tetraetilo para formar el recubrimiento de sílice en las 
nanopartículas magnéticas. 
 
Material de laboratorio 
  
• Microjeringa de 1000 µL SGE (Melburne, Australia). 
 
• Micropipetas de hasta 200, 1000 y 5000 µL. 
 
• Filtros de nylon de 0.45 µm de tamaño de poro y con un diámetro 
interno de 13 mm. 
 
• Filtros de membrana de nitrato de celulosa de 0.45 μm de tamaño de 
poro.  
 
• Material de vidrio como pipetas pasteur, probetas, matraces aforados, 
erlenmeyers, columna de refrigeración, matraces de fondo redondo, 
tubos de ensayo, vidrio de reloj, vasos de precipitados y botes de 
vidrio ámbar de 60, 125 y 250 mL. 
 
• Viales de vidrio de 2, 5, 10 y 20 mL con tapones magnéticos con 
septum de silicona.  
 
• Insertos de vidrio de 200 µL. 
Herramientas analíticas 
73 
• Crisoles de porcelana. 
 
• Mortero. 
 
• Kitasato y embudo. 
 
• Capilar de sílice fundida de 6 cm de longitud para inmovilizar en su 
interior el polímero monolítico. 
 
• Rejilla de cobre para la visualización de muestras por microscopía de 
transmisión. 
 
• Imán Q-60-30-15-N de neodimio\hierro\boro con recubrimiento de 
níquel de 60 mm de largo, 30 mm de ancho y 15 mm de alto, con una 
fuerza de sujeción de aproximadamente 551 N (Supermagnete, 
Gottmadingen, Alemania). 
 
• Guantes de látex y máscara de protección para el rostro. 
 
• Contenedores de plástico de diferentes tamaños para la correcta 
gestión de residuos de laboratorio. 
 
Interfases propuestas 
 
Para acoplar las diferentes metodologías propuestas a la cromatografía de 
gases se diseñaron diferentes interfases: 
 
• Para recuperar el sólido en microextracción en fase sólida dispersiva 
se emplea una pieza hueca cilíndrica de acero inoxidable de 18 cm de 
altura y 2 cm de diámetro cuya parte inferior se puede conectar con 
otra pieza de acero inoxidable (3.1 cm de alto y 1.5 cm de ancho) 
mediante una conexión Swagelok 1/8 in, y que contiene algodón para 
retener el sólido (Figura 1), La separación de las fases se realiza 
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acoplando el sistema a una estación de vacío. La última pieza se puede 
unir a una aguja mediante una conexión Swagelok 1/16 in y acoplarse 
mediante su conexión superior a una corriente de helio para su uso en 
cromatografía de gases. Esta pieza también se utiliza en la extracción 
realizada con una columna monolítica para transferir el eluido q
contiene los analitos en el
 
 
Figura1. Interfases diseñadas para la separación del s
B) Esquema de la interfase, indicando la situación del algodón y del sorbente.
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 Figura 2. Interfase diseñada para la introducción de los analitos tanto en la modalidad 
dispersiva como mediante el uso de columnas monolíticas. A) Visión general. B) Esquema 
de la interfase donde se indica la posi
 
• Para hacer compatible el uso de líquido iónico con la cromatografía de 
gases, la interfase consiste en un vial herméticamente sellado que 
contiene el líquido iónico. En él se realiza la desorción térmica de los 
analitos aplicando calor. Estos se introducen
cromatográfico mediante una corriente de helio. Todas las conexiones 
son del tipo Swagelok 1/8 y 1/16 in. El proceso
Figura 3
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Figura 3. Esquema del proceso seguido para desorción de los analitos retenidos en líquido 
iónico para su introducción en un sistema GC/MS. Se emplean diferentes conexiones y 
agujas para introducir helio en el vial y retirarlo, transportando los analitos desorbidos 
térmicamente hacia el sistema cromatográfico. 
 
Muestras 
 
Para llevar a cabo la evaluación de todas las metodologías propuestas en 
esta Memoria de Tesis Doctoral, se seleccionaron muestras de agua de diversa 
procedencia como rio, pozo, pantano, embotellada, de abastecimiento público y 
aguas residuales. Las muestras se almacenaron en frascos de vidrio color ámbar sin 
espacio de cabeza y a 4 ºC. En el caso de las muestras de agua mineral 
embotellada, éstas se mantuvieron en su envase original hasta su análisis. Las 
muestras fortificadas con los analitos se analizaron transcurridas 24 h para 
favorecer las posibles interacciones de los analitos con la matriz. 
Corriente 
de 
helio 
Regulador 
Agujas 
Aguja 
Puerto de 
inyección 
de un GC/MS 
Vial sellado 
Líquido iónico 
Calor 
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Instrumentos 
 
Para la realización de esta Tesis Doctoral se han empleado diversos 
instrumentos como: 
 
• Cromatógrafo de gases HP6890 acoplado a un espectrómetro de 
masas HP5973 (Palo Alto, California, EEUU).  
 
• En todos los casos se empleó una columna capilar de sílice fundida 
SLB-5ms (Supelco, Madrid, España) de 30 metros de longitud y 0.25 
mm de diámetro interno, recubierta en su interior por una fase 
estacionaria de 0.25 μm de espesor de película y compuesta por un 5% 
de fenilpolisiloxano y un 95% de metilpolisiloxano. Como gas 
portador, se seleccionó helio de pureza 2 Alphagaz (Air Liquide, 
Sevilla, España) a un caudal de 1.0 mL min-1 que se fijó mediante un 
regulador digital de presión y flujo. 
 
La temperatura de la línea de transferencia al espectrómetro de 
masas se situó en 250 ºC, mientras que la fuente se mantuvo a 200 ºC 
y con una energía de ionización de 70 eV. En todos los casos, se 
trabaja en modo SIM (selected ion monitoring), eligiendo las masas 
más adecuadas para cada analito con el fin de obtener la mayor 
sensibilidad. 
 
• La determinación de plaguicidas organofosforados se llevó a cabo 
mediante un cromatógrafo de líquidos Acquity UPLC® (Waters Corp., 
Madrid, España). Para la separación de los compuestos se empleó una 
columna BEH C18 (1.7 μm, 2.1 mm×100 mm) mantenida a 43 ºC. La 
fase móvil consistió en agua (fase A) y acetonitrilo (fase B), con un 
gradiente en el que se pasa del 75% de A hasta el 30% en 3.5 minutos, 
con un flujo constante de 0.5 mL min-1. El volumen de inyección fue 
de 5 µL. 
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El detector empleado fue un PDA eλ (Waters, Madrid, España), determinando cada 
analito a su longitud de onda característica. 
 
• La caracterización de las nanopartículas magnéticas empleadas en esta 
Tesis Doctoral se llevó a cabo mediante microscopía electrónica de 
transmisión. Los equipos utilizados fueron: un microscopio 
electrónico de transmisión PHILIPS CM-10, el cual permitió obtener 
imágenes aumentadas de 20x a 450000x en 16 pasos y una resolución 
de 0.5 nm Punto y 0.34 Línea. Las imágenes se tomaron mediante una 
cámara digital Megaview III incorporada. 
 
• Para evaluar el recubrimiento de líquido iónico en su forma cloruro 
tanto de partículas de sílice como de nanopartículas magneticas, se 
empleó un valorador automático Metrohm 719 S Titrino (Herisau, 
Zuiza). Se utiliza una disolución de nitrato de plata 0.03 M para 
valorar la cantidad de cloruro que libera el líquido iónico en 
disolución. 
 
Aparatos  
 
Durante el desarrollo del trabajo experimental realizado en esta Tesis 
Doctoral, se emplearon los siguientes aparatos: 
 
• Agitador Vortex (Heidolph, Merida, España) para la homogenización 
de muestras. 
 
• Baño de ultrasonidos (Branson 3510E, Connecticut, EEUU), para la 
dispersión y homogenización de muestras y nanopartículas.  
 
• Estación de vacío VacElut-20 (Scharlab, Madrid, España), constituida 
por una cámara con paredes de vidrio con una tapa de polietileno de 
20 posiciones, dotada de una gradilla para situar los tubos en los que 
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se recoge el eluido de cada cartucho. Este dispositivo tiene un sistema 
de control de presión mediante el cual se monitoriza el grado de vacío 
existente en la cámara de extracción. 
 
• Centrífuga Centronic BL-II (J.P. Selecta, Barcelona, España), con una 
velocidad máxima de 13500 rpm.  
 
• Balanza analítica Cobos AI-220CB (Cobos, Barcelona, España) con 
un intervalo de medidas de 0.01 a 220 g, y un error de 0.0001 g.  
 
• Horno mufla Heron modelo HD-150, con una temperatura máxima de 
1200 ºC.  
 
• Cámara de secado con convención natural Binder ED53, la cual puede 
alcanzar una temperatura máxima de 300 ºC.  
 
• Pistola de aire caliente Bosch PHG 500-2 (Bosch, Leinfelden-
Echterdingen, Alemania), empleada para desorción térmica de los 
analitos. 
 
• Bomba de HPLC Jasco 1585 (Jasco Analítica España, Madrid, 
España).  
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Sensitive determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in water 
samples using monolithic capillary solid-phase extraction and on-line 
thermal desorption prior to gas chromatography–mass spectrometry 
 
Francisco Galán-Canoa, Virginia Bernabé-Zafónb, Rafael Lucenaa, Soledad Cárdenasa,  
José Manuel Herrero-Martinezb, Guillermo Ramis-Ramosb, Miguel Valcárcela 
a Department of Analytical Chemistry, Campus of Rabanales, University of Cordoba, E-14071, 
Cordoba, Spain 
b Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Valencia, 46100 Valencia, 
Spain 
 
A methacrylate-based monolithic capillary column has been evaluated for the 
preconcentration of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from environmental 
water samples. For this purpose, the monolyte was in situ synthesized in a 6 
cm×0.32 mm id fused-silica capillary. The microextraction unit was fitted to a 
micro-HPLC pump to pass 10 mL of sample. The isolated pollutants were eluted 
by means of 10 µL of methanol, the organic phase being directly collected in a 
specific interface that can be fitted to the injection port of the gas chromatograph 
without modification. The interface allows the on-line thermal desorption of the 
PAHs, avoiding the dilution and providing enough sensitivity to reach the legal 
limits established for these pollutants in the matrices selected. The limits of 
detection achieved for 10 mL of water ranged between 2.8 ng L-1 (indeno (1,2,3-
cd) pyrene) and 11.5 ng L-1 (acenaphthene) with acceptable precision (between 4.5 
and 18.2% RSD). The method was applied to the determination of the selected 
PAHs in tap, river waters and sewage, being fluoranthene and pyrene detected in 
all of them at concentrations lower than the legal limits established for these 
compounds in the matrices assayed. 
Keywords: Polymeric monolithic capillary; On-line thermal desorption; Gas chromatography; 
Polycyclic aromatic hydrocarbons; Water samples. 
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1. Introduction 
 
Analytical laboratories can use a large variety of highly sensitive analytical 
instruments for the analysis of samples of different nature. However, sample 
treatment still remains as the main limitation to improve the productivity of an 
analytical laboratory. Great efforts have been made in this field, the most recent 
dealing with the miniaturization of the preliminary operations of the analytical 
process. Reducing the size in this context presents several advantages related with 
the reduced consumption of sample and reagents, easy automation and on-line 
coupling with instrumental techniques (mainly chromatography and 
electrophoresis) [1]. The conventional liquid–liquid (LLE) and solid-phase 
extraction (SPE) techniques currently have their miniaturized approaches which are 
successfully employed in different application fields [2,3].  
 
Solid-phase microextraction (SPME) implemented in a tube, needle or tip 
requires the immobilization of an active coating (usually of polymeric nature) in 
the inner surface of the extraction device [1]. Burger and Munro proposed in 1986 
the use of an open tubular fused silica capillary coated with activated carbon or 
powdered porous organic polymer for the determination of volatile organic 
compounds using thermal desorption and gas chromatographic separation [4]. 
Although the first application involved gas chromatography (GC), several 
disadvantages were identified, mainly concerning the low capacity of the stationary 
phase for analytes retention and the limitation on sample flow rate due to system 
overpressure, being limited to sample volumes lower than 3 mL and flow rates in 
the range 0.4 mL min-1. Moreover, it requires rather complicated instrumental 
setups to prevent traces of water from entering the chromatographic system. 
However, the miniaturization technology was found to be more adequate for liquid 
chromatographic and electrophoretic separations, being the applications in the on-
line and in-line modalities widely reported in the scientific literature. However, the 
low capacity of the microextraction units still remains as a disadvantage [5–10]. 
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Monolithic columns are highly attractive for preconcentration purposes. 
Monoliths can be synthesized directly inside the capillary and anchored to the wall 
through chemical bonding, avoiding the need of frits [11,12]. The monolith itself 
consists of a rigid macroporous structure which can be prepared by polymerization 
of a precursor mixture in situ. Silica monoliths are made through the condensation 
of alkylsilanes via sol–gel chemistry, while polymer-based monoliths (including 
acrylate, methacrylate, acrylamide and styrene) are prepared by polymerizing 
monomers and cross-linkers in the presence of porogenic solvents. The use of both 
silica and polymer monoliths for preconcentration and solid-phase extraction has 
been described as less common applications of these chromatographic supports 
[13–17]. In this context, sol–gel coated capillaries have been used for the 
preconcentration of analytes belonging to different chemical classes prior to gas 
chromatographic separation [18,19]. 
 
In this paper, we have evaluated the applicability of such combination for 
the sensitive determination of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 
environmental water samples. These compounds are priority pollutants, being the 
legal limits established by the legislation in the low nanogram per liter level. The 
sensitivity of the methodology has been dramatically improved because the 
analytes were collected from the monolithic column in a specific interface which 
permits their direct thermal desorption in the injection port of the gas 
chromatograph. Several parameters affecting to the design of the interface were 
evaluated and the final configuration employed commercial stainless steel pieces. 
The setup is cheap and does not require any special injector configuration. 
Moreover the temperature can be controlled by means of a heating block or an 
external heated air stream. 
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2. Experimental 
 
2.1. Reagents and materials 
 
All reagents were of analytical grade or better. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons (naphthalene, acenaphthene, fluorene, anthracene, fluoranthene, 
pyrene, benzo-anthracene, benzo (k) fluranthene, benzo (a) pyrene and indeno 
(1,2,3-cd) pyrene) were purchased from Sigma–Aldrich (Madrid, Spain). Stock 
standards solutions of each analyte were prepared in methanol (Scharlab, 
Barcelona, Spain) at a concentration of 500 mg L-1 and stored at 4 ºC. 
 
Working solutions of PAHs were prepared by dilution of the stocks in 
Milli-Q water (Millipore Corp., Madrid, Spain) or methanol as required. 
 
The reagents employed for the preparation of the monolithic columns, 
butyl methacrylate (BMA), ethylene dimethacrylate (EDMA), lauroyl peroxide 
(LPO), 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate, 2-propanol (2-PrOH) and 
formamide were purchased from Sigma–Aldrich (Madrid, Spain). 
 
Uncoated fused-silica capillaries with 435 µm od×320 µm id (Polymicro 
Technologies, Phoenix, AZ, USA) were used. 
 
River, tap water and sewage samples were collected in different locations 
of Córdoba in amber-glass bottles without headspace. The samples were stored in 
the dark at 4 ºC and filtered through a 0.45 µm Nylon filter prior to analysis. 
 
2.2. Instrumentation 
 
For analytes preconcentration and elution, a micro-HPLC pump Jasco 1585 
(Jasco Analítica Spain, Madrid, Spain) was employed. For the thermal desorption 
of analytes and their on-line introduction in the chromatographic system, an 
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interface developed by our research group, shown in Fig. 1, was used. It consists of 
a reducing union 1/16 in. Swagelok, 1/8 in. Swagelok (Supelco, Madrid, Spain) 
with a needle screwed in the lower part to facilitate its coupling with the injector of 
the gas chromatograph. The upper part is connected to the carrier gas during the 
desorption step, being the flow rate controlled by a millimetre valve. A small 
cotton bead was placed in the inner body of the reducing union for the retention of 
the methanol containing the eluted analytes. 
 
 
Fig. 1. Photographs of the elements (A) and interface assembly (B) for the on-line thermal 
desorption of PAHs. 
 
The monolithic column was connected to the pump by means of a stainless 
steel internal union (Valco, Houston, US) fitted with a peek adapter (Supelco, 
Madrid, Spain).  
 
GC/MS analysis were carried out on an Agilent (Palo Alto, CA) HP6890 
gas chromatograph equipped with an HP5973 mass spectrometric detector based 
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on a quadrupole analyzer and an electronmultiplier detector. System control and 
data acquisition was achieved with an HP1701CA MS ChemStation (also from 
Agilent). The injector was maintained at 225 ºC with a 1:10 split ratio. Helium (2 
purity grade, Air Liquid, Seville, Spain) was used as carrier gas at a flow rate of 1 
mL min-1. Gas chromatographic separations were performed on a fused silica 
capillary column (30 m×0.25 mm id) coated with 5% phenylmethyl-polysiloxane 
(film thickness 0.25 µm) (Supelco, Madrid, Spain). The column temperature 
program was as follows: 2 min at 60 ºC, raised up to 240 ºC at 35 ºC min-1, then 
immediately ramped at 12 ºC min-1 up to 330 ºC and kept finally at 330 ºC for 2.5 
min. The quadrupole mass spectrometer detector was operated in selected ion 
monitoring mode, recording the following fragment-ion: 128 (from 2.50 to 7.00 
min), 154 (from 7.00 to 7.35 min), 166 (from 7.35 to 8.00 min), 178 (from 8.00 to 
9.00 min), 202 (from 9.00 min to 10.50 min, 228 (from 10.50 to 12.50 min), 252 
(from 12.50 to 14.50), and finally 276 (from 14.50 to the end of the 
chromatogram). The MS source and quadrupole temperatures were kept at 230 and 
150 ºC, respectively. 
 
2.3. Preparation of the polymer monolith in a fused silica capillary 
  
To ensure covalent attachment of monolithic beds to the inner capillary 
wall, a previous surface modification of this wall was performed with 3-
(trimethoxysilyl)propyl methacrylate [20]. Monolithic columns were prepared 
using a polymerization mixture composed by 20 wt% monomers (50 wt% BMA 
and 50 wt% EDMA) and 80 wt% porogens (50 wt% 2-PrOH and 50 wt% 
formamide) in the presence of 0.3 wt% of LPO. This polymerization mixture was 
sonicated for 10 min and purged with nitrogen for 10 min more. Next, the modified 
capillaries were filled with polymerization mixture up to a length of 6 cm. Then, 
the capillaries were introduced into an oven at 70 ºC for 24 h. After polymerization 
and using a HPLC pump, the resulting columns were flushed with methanol to 
remove the pore-forming solvents and any possible unreacted monomers or 
oligomers. 
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2.4. Analytical procedure 
 
Fig. 2 schematically shows the steps involved in the proposed analytical 
method. Aliquots of 10 mL sample or standard solution, containing the target 
analytes, were placed in a glass vial and pumped through the monolithic column at 
0.4 mL min-1 by means of the microLC pump. The system was washed by passing 
5 mL of milli-Q water (0.4 mL min-1) through the column. The aqueous phase 
remaining in the column was eliminated by means of a nitrogen stream. The 
retained analytes were eluted using 10 µL of methanol, being the organic phase 
directly collected on a cotton bead placed in the stainless steel interface. The 
interface was then transferred to the injection port of the gas chromatograph and 
heated by a focused air stream (generated by a heat gun) at 300 ºC for 2 min to 
achieve the thermal desorption of the analytes. The PAHs were carried from the 
interface to the chromatographic column by means of the same helium stream used 
as carrier gas in the chromatographic separation. 
 
 
Fig. 2. Schematic diagram of the proposed analytical method. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Interface design 
 
For the interface design, several factors were initially taken into account. 
First of all, we consider that the stainless steel was the most appropriated material 
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among others such as PTFE or other polymers on the basis of its higher thermal 
conductivity. This fact clearly favours the analyte desorption and transference to 
the chromatographic column. Among commercially available devices, the 
Swagelok reducing unions seemed to be an adequate alternative due to their 
commercial availability and the possibility of a double connection: the upper part 
for the carrier gas and the lower one for the needle required for the injection port of 
the gas chromatograph. Among them, we chose the 1/16–1/8 in. for compatibility 
with the tubing and needle since no differences were observed for the inclusion of 
the inert material in the central element of the unit. 
 
Next, an inert material was included in the interface to retain the analytes 
which allows the joint transference to the chromatographic column while prevents 
the interference of organic solvent in the chromatographic separation. Three 
different materials were assayed, namely: glass wool, cotton and glass beads. The 
glass beads were discarded because they produce irreproducible results due to 
variations in the flow rate of the carrier gas during the heating process. It can be 
explained by a potential expansion of the beads as result of a temperature increase. 
The glass wool presents as inconvenient that the fibers can block the needle and 
thus make useless the interface. Therefore, cotton was selected as the most robust 
material. However, it must be considered the occurrence of artifacts in the 
chromatogram as result of the potential degradation of the cotton during the 
heating step when high temperatures were used. 
 
3.2. Optimization of thermal desorption 
 
The two main variables affecting the thermal desorption, namely 
temperature and desorption time were studied by adding aliquots of 10 µL of a 
methanolic standard solution containing the analytes at a concentration level of 500 
µg L-1 to the cotton placed in the interface. For this study, a thermally controlled 
interface was employed. It consists of an aluminium heating block and was 
provided with a heater and a temperature probe in order to hold the temperature 
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required to carry out the desorption of the analytes and to reduce the equilibration 
time of the interface. 
 
The desorption temperature was studied within the interval 200–500 ºC. 
The results pointed out that the chromatographic separation was affected at the 
highest value as very dirty chromatograms were obtained as the likely result of the 
transference of cotton degradation products from the interface to the 
chromatographic column. Therefore, 300 ºC was selected to evaluate the 
desorption time which was studied in the interval 30–180 s. The peak areas for the 
ten PAHs increased when increasing the time up to 120 s, remaining constant over 
this value, being thus selected as optimum value. This temperature can be also 
achieved by using an external focused heated air stream. 
 
 
 
Fig. 3. (A) Influence of the sample volume on the analytical signal, exemplified for pyrene. 
(B) Effect of the sample flow rate on the analytical signal obtained for a selected group of 
) pyrene, (  ) benzo (a) pyrene, (  ) acenaphthene, and  analytes, (  
(  ) fluorene. 
Capítulo 1 
95 
 
3.3. Optimization of the extraction conditions 
 
The variables directly related with the extraction step, namely: volumes of 
sample and eluent as well as flow rates for preconcentration and elution, were 
studied using aqueous standards containing a selected group of the target analytes 
at a concentration of 5 µg L-1. 
 
The hydrodynamic variables were evaluated in order to maximize the 
analytical signals for the target compounds. The sample and eluents volumes are 
critical parameters for the method sensitivity, since they will determine the 
preconcentration factor. The sample volume was studied within the interval 1–20 
mL and the results obtained are represented in Fig. 3A for pyrene. As can be seen, 
the chromatographic peak areas increased when increasing the sample volume 
within the studied interval. However, 10 mL were selected as a compromise 
between sensitivity and sample throughput. The volume of methanol required for 
analytes elution was studied between 10 and 40 µL with negligible influence in the 
analytical signal, taking into account that the entire organic fraction is collected in 
the interface. Therefore, 10 µL was selected for further studies. 
 
The flow-rates for the preconcentration and elution steps were studied 
between 0.05 and 0.5 mL min-1. Fig. 3B shows the variations of the peak areas for 
a selected group of analytes when different sampling flow rates were used. Two 
different behaviours were observed, on the one hand, pyrene and fluorene were not 
affected by this variable, on the other hand a slight decreasing of the peaks areas of 
the rest of PAHs were observed at flow rates higher than 0.1 mL min-1, remaining 
almost constant over this value. Finally, a flow rate of 0.4 mL min-1 was fixed in 
order to increase the sample throughput. Concerning the eluent flow-rate, it was 
observed that the analytical signal decreased at higher values due to the lower 
residence time of the methanol in the capillary. Therefore, 0.1 mL min-1 was 
chosen as optimum and the column eluent was collected for 6s (ca. 10 µL) on the 
interface. 
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Table 1. Analytical figures of merit obtained for the ten PAHs using the proposed 
extraction method.  
 
Analytical figures 
 
Linear ranges  
(ng mL-1)  
R2 a  
MDL  
(ng L-1)b  
RSD 
(%) c   
EF d   
Naphthalene  
0.02-0.10  0.999 
5.4  18.2  46 ± 1  
0.1-5  0.981  
Acenaphthene  
0.035-0.500 0.999 
11.5  7.6  19 ± 2  
0.5-5.0  0.988  
Fluorene  
0.012-0.050 0.999 
4.5  5.8  154 ± 4  
0.05-5.00  0.998 
Anthracene  
0.012-0.100 0.998 
3.6  6.0  228 ± 3  
0.1-5.0  0.990  
Fluoranthene  
0.03-0.05  0.990  
9.8  5.1  162 ± 4  
0.05-5.00  0.980  
Pyrene 
0.012-0.100 0.999 
3.9  4.5  148 ± 0  
0.1-5.0  0.990  
Benzo-anthracene  
0.012-0.050  0.999  
3.8  7.4  141 ± 8  
0.05-5.00  0.980  
Benzo (k) fluoranthene  
0.025-0.100  0.999  
7.7  9.2  125 ± 14  
0.1-5.0  0.980  
Benzo (a) pyrene 
0.03-0.10  0.996 
9.0  10.3  97 ± 14  
0.1-5.0  0.999  
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 
0.012-0.100 0.994 
2.8  10.2  54 ± 1  
0.1-5.0  0.990  
 
a Regression coefficient. 
b MDL: method detection limit.  
c RSD: Relative standard deviation.  
d EF: Enrichment factor.  
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3.4. Analytical performance 
 
The analytical features of the proposed method are summarized in Table 1. 
The calibration graphs for the 10 PAHs selected were constructed by 
preconcentrating twenty working standards of the mixture prepared in ultrapure 
water at different concentration (between 12.5 ng L
-1
 and 5 µg L
-1
). For all the 
analytes, the same behaviour was observed since two different linear ranges 
appeared. The first linear range, obtained for low concentrations, seemed to be very 
sensitive. In the second linear range (obtained for higher concentrations), the 
calibration slope was lower (in the range from 3 to 10% respect to the first one). 
 
The method was evaluated in terms of precision, linearity and limits of 
detection. The precision of the method (repeatability), expressed as relative 
standard deviation of the peak areas, was calculated from 11 replicates analyses of 
aqueous standards prepared at a concentration of 50 ng L
-1
. As can be seen in Table 
1, the obtained values ranged from 4.5% (pyrene) to 18.2% (naphthalene). These 
values would be improved by using the corresponding isotopic labelled standards 
[21]. Linear ranges, method detection limits (MDLs) and enrichment factors are 
summarized in Table 1 The method detection limits (MDLs) were calculated 
according to the US-EPA guidance [22] and varied between 2.8 ng L
-1
 (indeno 
(1,2,3-cd) pyrene) and 11.5 ng L
-1
 (acenaphthene). These values were lower than 
those reported by other authors using a silica monolith as extractant phase holder in 
solvent bar microextraction [23] or similar to those reported for sol–gel coated 
capillaries or polymeric monolith in a stir bar [18,24] using larger sample volumes. 
 
3.5. Recovery study 
 
The proposed extraction method was applied to the determination of PAHs 
in a variety of environmental samples, namely: tap and river waters and sewage, 
collected from different locations. Only fluoranthene and pyrene were detected in 
all the samples analyzed although the concentration was in all cases lower than the 
corresponding quantitation limit and the legal limits as well. Fig. 4A shows the gas 
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chromatogram obtained after the analysis of a sewage sample in which the 
chromatographic signal for fluoranthene and pyrene were observed. Therefore, in 
order to determine the feasibility of the proposed method, a recovery study was 
carried out. Thus, aliquots of 100 mL of samples were spiked with 100 ng L
-1
 of 
each compound and left stand for 24 h to facilitate potential analytes interaction 
with the sample matrix. Each sample was analyzed by quintuplicate; the results 
obtained are listed in Table 2. As can be seen, acceptable recovery values ranged 
between 69 ± 9% (anthracene) and 95 ± 5% (benzo-anthracene). Additionally, the 
tap water sample was spiked with the analytes at concentrations covering the whole 
calibration range (100, 200 and 2000 ng L
-1
) and treated as previously described. 
The results are summarized in Table 3 and show the good performance of the 
method within the dynamic interval. Fig. 4B shows a representative chromatogram 
of a spiked river water sample processed following the proposed method. 
 
 
Fig. 4. (A) SIM chromatogram obtained for the analysis of a sewage sample analyzed 
following the proposed method. Peaks: (5) fluoranthene, (6) pyrene. (B) SIM 
chromatogram obtained after the analysis of a spiked (10 ng L
-1
) river water analyzed 
following the proposed procedure. Peaks: (1) naphthalene, (2) acenaphthene, (3) fluorene, 
(4) anthracene, (5) fluoranthene, (6) pyrene, (7) benzo-anthracene, (8) benzo (k) 
fluranthene, (9) benzo (a) pyrene, (10) indeno (1,2,3-cd) pyrene. 
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Table 2. Recovery study of the proposed method for the determination of 10 PAHs in three 
different water and sewage samples (concentration added 100 ng L
-1
). 
Analytes  
Tap water  River water  Sewage  
Average 
values  
R (%) ± SD, 
n=5  
R (%) ± SD, 
n=5  
R (%) ± SD, 
n=5  
R (%),  
n=15  
Naphthalene 95 ± 15 99 ± 15 74 ± 10 89  
Acenaphthene 83 ± 6 72 ± 6 90 ± 8 82  
Fluorene 99 ± 6 87 ± 5 69 ± 4 85  
Anthracene 65 ± 4 62 ± 4 80 ± 5 69  
Fluoranthene 87 ± 5 87 ± 5 69 ± 4 81  
Pyrene 88 ± 4 88 ± 4 70 ± 3 82  
Benzo-anthracene 98 ± 7 98 ± 7 89 ± 6 95  
Benzo (k) 
fluoranthene 
87 ± 8 98 ± 10 71 ± 7 85  
Benzo (a) pyrene 84 ± 9 83 ± 9 81 ± 9 83  
Indeno (1,2,3-cd) 
pyrene 
57 ± 6 58 ± 6 53 ± 6 56  
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Table 3. Recovery study of the proposed method for the determination of 10 PAHs in tap 
water at three concentration levels. 
Analyte 
100 ng L
-1
 500 ng L
-1
 2000 ng L
-1
 
R (%) ± SD,  
n=5  
R (%) ± SD,  
n=5  
R (%) ± SD, 
 n=5  
Naphthalene 95 ± 15 84 ± 12  85 ± 10 
Acenaphthene 83 ± 6 96 ± 7  93 ± 8 
Fluorene 99 ± 6 84 ± 4  82 ± 4 
Anthracene 65 ± 4 78 ± 6  78 ± 5 
Fluoranthene 87 ± 5 95 ± 7  87 ± 4 
Pyrene 88 ± 4 86 ± 4  92 ± 3 
Benzo- anthracene 98 ± 7 90 ± 6  93 ± 7  
Benzo (k) fluoranthene 87 ± 8 89 ± 10 81 ± 7 
Benzo (a) pyrene 84 ±9 82 ± 9 85 ± 9 
Indeno (1,2,3-cd) 
pyrene 
57 ± 6 60 ± 6 59 ± 5  
 
4. Conclusions 
 
The analytical method presented in this article combines an extraction 
procedure based on a monolithic capillary with the GC/MS determination. 
Monolithic polymer was prepared in a fused silica capillary by in situ 
polymerization and investigated as an adsorbent for the preconcentration of PAHs. 
The butyl methacrylate monolith adsorbent is mechanically stable and no frits or 
other special structures are needed to retain them in place. In addition, owing to the 
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smaller size of the capillary column, only a small volume of eluent is needed. The 
methanolic extract containing the PAHs is directly collected into a specific 
interface, which can be adapted to the injection port of the gas chromatograph for 
analytes thermal desorption. The proposed interface is an alternative to the large 
volume injection approach since no especial configuration for the injector is 
required. Method detection limits in the range 2.8–11.5 ng L
-1
 were obtained by 
using 10 mL of sample. The method is highly reproducible and robust. The lifetime 
of the monolithic capillary is also relevant. In fact, it can be used for ca. 3 months 
without performance losses and significant backpressure (28–45 bar). The present 
investigation demonstrates the satisfactory applicability of polymer monolith as a 
capillary sorbent. Further research would involve the fully automation of the 
extraction procedure and the on-line coupling with the gas chromatograph. 
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In this paper, the coupling between dispersive micro-solid phase extraction and 
thermal desorption is evaluated for the sensitivity enhancement of gas 
chromatographic/mass spectrometric determinations. A novel interface that enables 
the extraction of the analytes and their subsequent thermal desorption is presented, 
optimized and practically evaluated. All the variables affecting the extraction of the 
analytes have been studied using the determination of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in water as model analytical problem. Thus, the target compounds 
can be extracted from 12.5 mL of sample using 5 mg of RP-C18. After phase 
separation in the dedicated interface, a thermal desorption step (300 ºC, 2 min) was 
carried out in the same interface. The method was characterized on the basis of its 
linearity, precision and limits of detection. The proposed combination resulted to 
be sensitive for the determination of the target analytes in the very low microgram 
per litre range. In fact, limits of detection ranged from 0.1 µg L-1 to 0.2 µg L-1, with 
relative standard deviations lower than 8.4%. 
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1. Introduction 
 
A wide variety of extraction techniques have been described for sample 
preparation, each suited to a given analyte/matrix combination. The main aims of 
this step are: (a) to transfer the analytes to the physical state that enables their 
analysis and final detection; (b) to enrich the analytes of interest; and (c) to purify 
the extracts prior to instrumental determination. 
 
Dispersive solid phase extraction (DSPE) has risen as an alternative to 
conventional solid phase extraction (SPE). It was firstly proposed by Anastassiades 
et al. [1] and it can be considered as a quick, easy, cheap, effective, rugged, and 
safe (QuEChERS) sample treatment method. It is based on the SPE methodology 
but the sorbent is added to the extract without conditioning, in small amounts (viz. 
50 mg) and the dispersion is carried out assisted by an external energy (usually a 
vortex stirring). The phases are easily separated just by centrifugation. In the 
conventional DSPE approach, the analytes are first extracted from the solid sample 
matrix with an organic solvent, typically acetonitrile, followed by an interference 
removal by using a clean-up sorbent [2] or a mixture of them [3–6]. The final 
purified extracts are further analyzed by the appropriate instrumental technique. In 
this case, the term ‘‘dispersive’’ refers to the clean up process where the sorbent is 
added with the aim of enhancing the selectivity of the analytical process. DSPE has 
been extensively used for the determination of pesticides in different matrices such 
as tobacco [7], fruit [8–10], honey [11] or olives [12]. 
 
Notwithstanding that classic DSPE is focused on selectivity enhancement, 
its potential can also be decisive for sensitivity improvement. The dispersion of the 
sorbent in a micro-solid phase extraction procedure should lead to an increase of its 
active surface and therefore to an improvement of the extraction kinetics. 
Moreover, this enhancement allows the use of lesser amount of sorbent compared 
to the conventional extraction approaches with the resulting saving of material. The 
sorbent is then recovered after the extraction in order to obtain analytical 
information. The analytes can be directly monitorized on the sorbent surface by 
Bloque I 
108 
using a spectroscopic technique [13] or can be conveniently eluted/desorbed for the 
subsequent analysis of the eluted fraction [14]. Concerning the elution mode, 
thermal desorption results more appropriate if the analytes will be further separated 
by gas chromatography (GC) as it can be online coupled to the instrument which 
ensures that all the extracted analytes are transferred to the chromatographic 
column. 
 
In this article, the combined use of dispersive micro-solid phase extraction 
(DMSPE) and thermal desorption is evaluated, facing up to the determination of 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in water as model analytical problem. 
For this purpose, the active solid should be previously suspended in an appropriate 
organic solvent which must fulfil specific requirements. Moreover, a novel 
interface which allows not only the isolation of the sorbent enriched with the 
analytes but also the thermal desorption of the compounds to improve the 
sensitivity of the procedure has been developed. All the variables affecting the 
extraction procedure and the thermal desorption have been systematically studied 
and the optimal values selected to establish the analytical features of the whole 
procedure. 
 
2. Experimental 
 
2.1. Reagents and samples 
 
All reagents were of analytical grade or better. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons (naphthalene, acenaphthene, fluorene, anthracene, fluoranthene and 
pyrene) were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Stock standard 
solutions of each analyte were prepared in methanol (Scharlab, Barcelona, Spain) 
at a concentration of 500 mg L-1 and stored at 4 ºC. Working solutions of the PAHs 
were prepared by dilution of the stocks in Milli-Q water (Millipore Corp., Madrid, 
Spain) or methanol as required. 
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RP-C18 with a particle size of 20 µm was obtained from Analisis Vinicos 
(Tomelloso, Spain). An accurately weighed amount of 0.15 g of the sorbent was 
mixed with 15 mL of acetone (Panreac, Barcelona, Spain) and sonicated in an 
ultrasonic bath (50 W, 60 Hz) for 5 min before use. The final suspension contained 
RP-C18 at a concentration of 10 g L-1. 
 
River, drinking, tap and well water samples were collected in amber-glass 
bottles without headspace. The samples were stored in the dark at 4 ºC until their 
analysis. 
 
2.2. Description of the proposed interface 
 
The interface designed for the DMSPE procedure and subsequent online 
analytes thermal desorption, which is depicted in Fig. 1, was constructed by using a 
stainless steel redicong union, 1/16 in Swagelok, and 1/8 in Swagelok (Supelco, 
Madrid, Spain). A small cotton bead is located in the inner body of the piece in 
order to retain the solid sorbent particles after the extraction process. 
 
The final configuration of the interface is depicted also in Fig. 1. For the 
DMSPE procedure (see Fig. 1A), the upper part of this unit was fitted with a 
dedicated cylindrical piece (18 cm in height) entirely made of stainless steel, to 
facilitate the extraction process while the lower part can be easily screwed to one 
port of a conventional SPE vacuum station. For the thermal desorption step (see 
Fig. 1B), the upper part is connected by using a Swagelok 1/8 in connector to a 
helium carrier gas whose flow is controlled by means of a millimetre valve. The 
lower part is attached to a needle (5 cm in length) using a Swagelok 1/16 in 
connector. 
 
The needle is used to pierce the septum of the injection port, thus acting as 
the transference line of the analytes from the interface to the gas chromatograph. 
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Fig. 1. Schematic configuration of the proposed interface for the direct combination 
between dispersive micro-solid phase extraction (A) and thermal desorption (B). 
 
2.3. Apparatus 
 
A 1000 µL glass microsyringe (SGE, Melbourne, Australia) was used to 
add 500 µL of the RP-C18 suspension to the sample. For the extraction procedure, a 
Vac Elut-20 sample processing station (Scharlab, Barcelona, Spain) equipped with 
a vacuum control valve was also required. 
 
GC/MS analyses were carried out on an HP6890 gas chromatograph 
equipped with an HP5973 (Agilent, Palo Alto, CA) mass spectrometric detector 
based on a quadrupole analyzer and an electron multiplier detector. The system 
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control was achieved with an HP1701CA MS ChemStation (also from Agilent). 
The injection was done in the split mode (1 : 10 mode), while gas chromatographic 
separations were performed on a fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm 
i.d.) coated with 5% phenylmethylpolysiloxane (film thickness 0.25 µm) (Supelco, 
Madrid, Spain). The column temperature program was as follows: 2 min at 60 ºC, 
raised up to 240 ºC at 35 ºC min-1, then immediately ramped at 15 ºC min-1 up to 
300 ºC, maintained for 2 min. The quadrupole mass spectrometer detector was 
operated in selected ion monitoring mode, recording the following fragment-ions: 
128 (from 2.5 to 7 min), 154 (from 7 to 7.40 min), 166 (from 7.4 to 8 min), 178 
(from 8 to 9 min) and finally 202 (from 9 min to the end of the chromatogram). 
Electron impact ionization (70 eV) was used for analytes fragmentation. The MS 
source and quadrupole temperatures were maintained at 230 and 150 ºC, 
respectively. The peak areas of each compound were used for quantification 
 
2.4. Dispersive micro-solid phase extraction procedure 
 
Aliquots of 12.5 mL of sample or aqueous standard solution containing the 
six PAHs were placed in the interface under the DMSPE mode. Then, 500 µL of 
the RP-C18 suspension (10 g L-1) in acetone were sprayed into the sample using a 
1000 µL syringe, a cloudy solution being immediately formed. Afterwards, the 
sorbent is isolated by using the SPE vacuum station, the solid being retained on the 
cotton bead of the interface. Once the extraction was completed, the interface was 
changed to the thermal desorption mode and directly coupled to the gas 
chromatograph. The interface was heated at 300 ºC for 2 min by using a focused 
heated air stream and the thermally desorbed analytes were transferred to the 
chromatographic column by using a helium stream (1.6 mL min-1). 
 
3. Results and discussion 
 
This section systematically describes the optimization of the variables that 
will affect the performance of the analytical process. The chromatographic peak 
areas, the enrichment factors and the extraction recoveries were considered as 
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parameters for optimization. The shape and size of the interface were determined 
by the dimensions of the commercial nuts and ferrules used. 
 
3.1. Optimization of the thermal desorption step 
 
The two main variables affecting the thermal desorption, namely 
temperature and desorption time, were studied. For this aim, aliquots of 10 µL of a 
methanolic standard containing the analytes at a concentration level of 500 µg L-1 
were directly added to the cotton placed in the interface. This cotton contains also 
an appropriate amount of RP-C18 in order to simulate the real injection conditions. 
Desorption temperature was studied at 300 ºC and 500 ºC. The results pointed out 
that the chromatographic separation was affected at the highest value as no 
chromatographic peaks were found at the characteristic retention times of the 
analytes due to the additional desorption of degradation products of the cotton. 
Therefore, 300 ºC was selected to evaluate the desorption time which was studied 
in the interval 30–180 s. The peak areas for the six PAHs increased when 
increasing the time up to 120 s, remaining constant over this value. For this reason 
120 s was selected as the optimum desorption time. 
 
The injection under split or splitless conditions was evaluated, resulting to 
be better than the former to avoid overpressure problems in the injector of the gas 
chromatograph due to the confluence of the two helium streams. 
 
Finally, it should be noted that the carryover between samples is 
minimized as a fresh aliquot of sorbent is used in each analysis. 
 
3.2. Optimization of the dispersive micro-solid phase extraction 
 
The solvent used for sorbent suspension plays a key role in the extraction 
procedure since it permits the appropriate spreading of the particles into the sample 
generating a cloud of fine particles. Essentially, this solvent must fulfil the 
following requirements: (a) it should be miscible with the sample matrix in order to 
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easily release the sorbent particles; (b) it should form a stable suspension of the 
sorbent; and (c) it should not interfere in the extraction of the target analytes. 
Different solvents (acetone, acetonitrile, methanol and ethanol) were evaluated. 
The suspensions in acetonitrile were very unstable since RP-C18 particles tend to 
aggregate in this medium, limiting its use in the proposed configuration. Therefore, 
the final studies were focused on acetone, methanol and ethanol. Different 
suspensions of RPC18 were prepared in these organic solvents with the 
concentration of sorbent varying between 5 and 80 g L-1. In all cases, it was 
observed that the suspensions became unstable at values higher than 40 g L-1. The 
optimum concentration of RP-C18 was evaluated by extracting aqueous standards 
(5 mL, 20 µg L-1), using 1 mL of RP-C18 suspension. The experimental data (see 
Fig. 2) showed an increase in the extraction recoveries when higher concentrations 
of sorbent were used. However, worse reproducibility values (higher than 15%) 
were obtained for concentrations higher than 30 g L-1. It can be ascribed to a 
potential expansion of the sorbent during the interface heating which can cause an 
irreproducible helium flow rate and thus, variations in the amount of analytes 
transferred to the chromatographic column.  
 
 
Fig. 2. Effect of the RP-C18 concentration on the extraction recovery of anthracene using 
different solvents (acetone, methanol and ethanol) byDMSPE-TD/GC/MS. 
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Therefore, suspensions of 10 g L-1 of RP-C18 in acetone were selected for 
further studies as a compromise between sensitivity and reproducibility of the 
results. As it has been previously mentioned, the solvent employed could 
negatively affect the extraction of the analytes by increasing their solubility in 
water. For this reason, the volumes of extractant (RP-C18 suspension) and sample 
were evaluated jointly. Different volumes of aqueous standards (in the range of 
2.5–12.5 mL) were extracted using variable volumes (0.5, 1.0 and 2.0 mL) of the 
RP-C18 suspension in acetone. The variations of EFs and ERs for all the analytes 
were similar, data obtained for anthracene being represented as an example in Fig. 
3. As expected, EF increased with increasing sample volume (see Fig. 3A) 
reaching a steady state over 10 mL regardless of the volume of extractant phase 
used. This fact can be explained by two contrary effects: on the one hand, the use 
of the larger sample volumes involves the presence of higher amount of analytes. 
On the other hand, since the organic solvent increases the solubility of the PAHs in 
the aqueous medium, the higher the sample volume the lower the acetone 
concentration. The extraction recovery decreased with the sample volume as it is 
depicted in Fig. 3B. Since the sensitivity improvement is the main aim of the 
DMSPE approach, the conditions which provide the best enrichment factors were 
finally selected. Therefore, 12.5 mL of sample and 0.5 mL of extractant were 
selected for the evaluation of the next variables. 
 
The pH was studied in a broad interval (1–13) resulting in negligible 
variations on the analytical signals for all the PAHs. This is coherent with the 
absence of ionisable groups in their chemical structures. 
 
The presence of salts in the sample can favour the retention of the analytes 
on the sorbent by the salting out effect and thus, this variable was studied between 
0 and 300 g L-1 of NaCl. The negligible influence of the salt can be ascribed to the 
rapidity of the analytes distribution between the involved phases as the likely result 
of the dispersion process. 
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Fig. 3. Effect of the sample and extractant volume on the enrichment factor (A) and 
extraction recovery (B) of anthracene. 
 
In DMSPE, the extraction time is defined as the interval of time between 
the spray of the extractant (RP-C18 in acetone) in the sample and the phase 
separation. This parameter was evaluated in the range of 0–5 min, maintaining 
constant all the experimental conditions. The negligible effect of the extraction 
time on the peak area of the analytes was observed. This fact indicates that the 
transference of the analytes from the sample to the sorbent is very fast, which is 
one of the main characteristics of the dispersion procedures. 
 
3.3. Analytical features of the DMSPE procedure 
 
The main figures of merit of the proposed method are summarized in Table 
1. The calibration graphs were constructed for the six PAHs by using working 
aqueous standards prepared at concentrations between 0.1 and 50 µg L-1. The 
standards were extracted under the DMSPE-thermal desorption optimized 
conditions. The method detection limit was used to calculate the minimum 
detectable concentration of the individual PAHs, which varied between 0.1 µg L-1 
and 0.2 µg L-1 (naphthalene and acenaphthene). According to that the limits of 
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quantitation were fixed at 0.3 µg L-1 and 0.6 µg L-1, depending on the analyte. The 
repeatability of the method was calculated for eleven individual aqueous standards 
spiked with the six compounds at a concentration of 2 µg L-1. The results expressed 
as relative standard deviation were acceptable in all instances, with values between 
4.9% (pyrene) and 8.4% (naphthalene). 
 
The extraction recoveries were also established for the six PAHs. Both data 
were calculated at four concentration levels, extraction recoveries varied between 
9.3 (naphthalene) and 79 (fluoranthene) while the enrichment factors were in the 
range 14.1 (naphthalene) and 152.4 (fluorene). The EFs are influenced not only by 
the extraction efficiency but also by the efficient thermal desorption of the target 
analytes. These two facts explain the obtained values which are summarized in 
Table 1.  
 
Table 1. Figures of merit of DMSPE-TD/GC/MS method developed for the determination 
of PAHs in water samples. 
  Analytical figures     Extraction parameters 
  MDLa (µg L-1) RSD (%)b RR (%)c   ER (%)d EFe 
Naphthalene 0.2 8.4 100 
 
9.3 ± 0.8 14 ± 1 
Acenaphthene 0.2 8.0 99 
 
45 ± 4 145 ± 12 
Fluorene 0.1 5.8 105 
 
45 ± 3 152 ± 10 
Anthracene 0.1 5.0 93 
 
59 ± 3 114 ± 5 
Fluoranthene 0.1 6.1 96 
 
79 ± 5 62 ± 4 
Pyrene 0.1 4.9 98   78 ± 4 64 ± 3 
a MDL, method detedtion limit. 
b RSD, relative standard deviation. 
c RR, relative recovery. 
d ER, extraction recovery. 
e EF, enrichment factor. 
 
Recovery studies were performed by spiking a PAHs free tap water sample 
with the target compounds at four concentration levels (5, 10, 25 and 50 µg L-1). 
The samples were analyzed after 24 h (to facilitate potential analyte interaction 
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with the sample matrix) and the peak areas for each compound were interpolated in 
the corresponding calibration graph. The average relative recoveries (water 
samples relative to aqueous standards) are summarized in Table 1 and ranged 
between 93% for anthracene and 105% for fluorene. 
 
Finally, a chromatogram obtained for an aqueous sample containing the 
analytes at a concentration of 2 µg L-1 is presented in Fig. 4. The zone indicated 
with a dotted line corresponds to the sorbent signal when high temperatures in the 
desorption unit are applied. However, this signal does not affect the determination 
of the target analytes. 
 
 
Fig. 4. Chromatogram obtained for the analysis of an aqueous standard containing the 
analytes at a concentration of 2 µg L-1. (1) Naphthalene, (2) Acenaphthene, (3) Fluorene, 
(4) Anthracene, (5) Fluoranthene and (6) Pyrene. 
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4. Conclusions 
 
The analytical potential of dispersive micro-solid phase extraction and 
thermal desorption combination is presented and critically evaluated in this article. 
In order to accomplish this coupling, a new interface that permits not only the 
extraction process but also the thermal desorption of the extracted analytes is 
designed and evaluated in depth. 
 
The DMSPE allows the rapid extraction of the polycyclic aromatic 
hydrocarbons, which were selected as model analytes, using a low amount of 
sorbent material (5 mg) which has some connotations. On the one hand, every 
sample can be extracted with a fresh amount of sorbent which eliminated the 
carryover between samples. Moreover, the consumption of material is dramatically 
reduced compared to the conventional SPE procedures. 
 
The thermal desorption of the analytes is also evaluated in order to achieve 
a sensitivity improvement. In fact, the inherent dilution ascribed to chemical 
elution and the restricted volumes that can be injected in a gas chromatograph (in 
the range between 2 and 10 µL) limit the sensitivity of the determinations. In this 
sense, the low amount of sorbent and the designed interface allows the thermal 
desorption which is a good alternative of choice even when semi-volatile analytes 
(as is the case of polycyclic aromatic hydrocarbons) have to be determined. 
 
The combination of DMSPE and thermal desorption seems to be a 
powerful tool in analytical nanotechnology where nanoparticles of different nature 
are employed as sorbent materials. The high superficial area of nanomaterials as 
well as their easy recovery after extraction (including centrifugation forces or 
magnetic fields) makes the presented approach useful for the resolution of different 
analytical problems. Further studies will be focused on the extension of this 
approach using more efficient sorbent materials. Moreover, new interface designs 
will be developed in order to enhance the efficiency and automation of the thermal 
desorption step. 
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Ionic liquid based in situ solvent formation microextraction coupled to 
thermal desorption for chlorophenols determination in waters by gas 
chromatography/mass spectrometry 
 
Francisco Galán-Cano, Rafael Lucena, Soledad Cárdenas, Miguel Valcárcel 
Department of Analytical Chemistry, Institute of Fine Chemistry and anochemistry,Marie Curie 
Building, Campus of Rabanales, University of Cordoba, E-14071, Cordoba, Spain 
 
A simple and efficient method for the determination of ten chlorophenols 
(including mono, di, tri, tetra and pentachlorophenols) in water samples is 
presented. The analytical method is based on a previous derivatization of the target 
compounds with acetic anhydride, being the derivatized compounds finally 
isolated/preconcentrated by an in situ solvent formation microextraction. Later on 
the extractant (an ionic liquid) containing the analytes is recovered by 
centrifugation and thermally desorbed. The analytes are finally separated and 
determined by gas chromatography/mass spectrometry. The main variables 
involved in the extraction and thermal desorption steps have been studied in depth. 
Once evaluated, the analytical method has been characterized in terms of linearity, 
sensitivity, precision and accuracy. The limits of detection were in the range from 
60 ng L
−1
 (4-chlorophenol) to 440 ng L
−1
 (pentachlorophenol) while the precision, 
expressed as relative standard deviation, was in the interval from 4.5% (2,6-
dichlorophenol) to 9.9% (3-chlorophenol). In addition, acceptable recovery values 
were obtained in samples of different nature, including river, tap and reservoir 
water samples. 
 
Keywords: Ionic liquid; In situ solvent formation microextraction; Thermal desorption; Dispersive 
liquid–liquid microextraction; Chlorophenols; Waters. 
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1. Introduction 
 
Chlorophenols are organic compounds widely used as disinfectants, 
pesticides, herbicides, wood preservatives and pulp bleaching agents. Chemically, 
they are phenols substituted with chlorine atoms (in the range from 1 to 5) in any 
position and they can be classified according to their substitution degree in mono, 
di, tri, tetra and pentachlorophenols. Chlorophenols can be found in different 
environmental compartments due to their widespread use [1]. In this sense, the 
most volatile compounds (mono and dichlorophenols) can be found in the air 
although they are usually degraded by sunlight [1]. They present a great tendency 
to be retained in soils and sediments due to their interaction with the organic 
fraction [2]. In addition, they can be found in water, especially in drinking water 
due to the chlorination process [3]. 
 
Chlorophenols are considered toxic chemical substances by some 
international agencies according to their potential harmful effects and their high 
bioaccumulation tendency [4,5]. In fact, they may affect the liver and the immune 
system and they present a negative effect on the metabolism through the inhibition 
of the enzyme ATP synthase [6]. Moreover, the International Agency of Research 
on Cancer (IARC) has determined that chlorophenols, as a family of compounds, 
are possibly carcinogenic [7]. According to these health risks, the United States 
Environmental Protection Agency (US-EPA) and the European Union (EU) have 
included chlorophenols in their priority pollutants list [8,9]. 
 
The determination of chlorophenols in water is usually accomplished by an 
extraction of the analytes followed by their separation by liquid chromatography 
(with ultraviolet, fluorimetric or mass spectrometric detection) or gas 
chromatography (with flame ionization, electron capture or mass spectrometric 
detection) [10]. In the latter case, a derivatization of the analytes by acetylation 
[11] or silylation [12] is required due to the low volatility of the parent compounds. 
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Liquid–liquid extraction is the conventional technique used for the 
isolation and preconcentration of these target compounds from water samples [13] 
although it has been successfully substituted by solid phase extraction (SPE) which 
can be considered a greener and simpler technique [14,15]. Microextraction 
techniques have emerged in the last years as suitable alternatives to classical 
sample treatments due to their special and favourable characteristics. In this sense, 
solid phase microextraction (SPME) has been applied in the direct immersion [16] 
or headspace [17] modes with excellent analytical features. The latter approach 
minimizes the matrix interferences but it is limited to more volatiles analytes. On 
the other hand, liquid phase microextraction (LPME) has been also proposed for 
the resolution of this analytical problem working under different modes. Thus, 
single drop microextraction [18], solvent bar microextraction [19], dynamic liquid 
microextraction [20], vortex assisted microextraction [21] and stir membrane liquid 
microextraction [22,23] have been applied for the efficient extraction of 
chlorophenols from water samples. 
 
Some of the described methodologies usually present a slow extraction 
kinetic due to the low contact surface between the sample and the extractant phase. 
Dispersive liquid–liquid microextraction (DLLME), proposed for the first time in 
2006 [24], enhances this surface area by the efficient dispersion (chemically 
assisted or by the application of an external energy source) of the extractant into 
the sample. DLLME has been applied using conventional solvents for the 
extraction of chlorophenols in water samples [25,26]. In the DLLME context, ionic 
liquids play a key-role as solvents due to their excellent extraction properties 
[27,28]. In addition, they allow the development of new dispersive microextraction 
modes such as temperature controlled ionic liquid dispersive liquid-phase 
microextraction [29] and in situ solvent formation microextraction [30,31]. 
Moreover, due to their thermal stability they can be used as thermal desorption 
solvents for gas chromatographic analysis [32]. 
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In this article, a new method for the extraction and determination of ten 
chlorophenols in water samples is presented. The analytical procedure is based on a 
previous derivatization of the analytes with acetic anhydride, being the derivatized 
compounds finally isolated/preconcentrated by an in situ solvent formation micro-
extraction. The generated ionic liquid is finally recovered by centrifugation and 
analyzed by GC/MS. In this article, a thermal desorption step is employed for the 
injection of the target analytes taking advance of the characteristics of the solvent 
employed. The proposed method has been successfully applied to the 
determination of ten chlorophenols in reservoir, river, bottled and tap water. 
 
2. Experimental 
 
2.1. Reagents and samples 
 
All reagents were of analytical grade or better. Chlorophenols (2-
chlorophenol, 3-chlorophenol, 4-chlorophenol, 2,6-dichlorophenol, 2,3-
dichlorophenol, 3,4-dichlorophenol, 2,4,5- trichlorophenol, 2,4,6-trichlorophenol, 
2,3,5,6-tetrachlorophenol and pentachlorophenol) were purchased from Sigma–
Aldrich (Madrid, Spain). Stock standard solutions of each analyte were prepared in 
acetone (Panreac, Barcelona, Spain) at a concentration of 500 mg L
−1
 and stored at 
4 ºC. Working solutions of chlorophenols were prepared by dilution of the stocks 
in milli-Q water (Millipore Corp; Madrid, Spain). 
 
4-Bromophenol (internal standard), potassium hexafluorophosphate 
(KPF6), acetic anhydride, potassium carbonate, 1-methyl-3-octylimidazolium 
chloride ([Omim] [Cl]) and hydroxylamine were also purchased from Sigma–
Aldrich. 
 
River, tap and reservoir water samples were collected in amber glass 
bottles without headspace. Bottled water samples were purchased in a local market. 
The samples were stored in the dark at 4 ºC until their analysis. 
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2.2. Apparatus 
 
Gas chromatographic/mass spectrometric analyses were carried out on an 
Agilent (Palo Alto, CA) HP6890 gas chromatograph equipped with an HP5973 
mass spectrometric detector based on a quadrupole analyzer and a electron 
multiplier detector. System control and data acquisition was achieved with an 
HP1701CA MS ChemStation software. 
 
A column split ratio of 1:10 was selected for injection, using Helium (6.0 
grade, Air liquid, Seville, Spain) at a flow rate of 1 mL min
−1
 as carrier gas. 
Chromatographic separations were performed on a fused silica capillary column 
(30 m × 0.25 mm i.d.) coated with 5% diphenylsiloxane and 95% dimethylsiloxane 
(film thickness 0.25 µm) (Supelco, Madrid, Spain). The column temperature 
program was as follows: 2.5 min at 40 ºC, raised up to 100 ºC at 25 ºC min
−1
, then 
immediately ramped at 4 ºC min
−1
 up to 180 ºC and raised up to 300 ºC at 40 ºC 
min
−1
 and kept finally at this temperature for 5 min. The quadrupole mass 
spectrometer detector was operated in selected ion monitoring mode, recording the 
following fragment-ions: 128 (from 8.00 to 11.50 min), 162 and 172 (from 11.50 to 
14.50 min), 196 (from 14.50 to 19.00 min), 232 (from 19.00 to 22.50 min), and 
finally 266 (from 22.50 min to the end of the chromatogram). Electron impact 
ionization (70 eV) was used for analytes fragmentation. The injector, MS source 
and quadrupole temperatures were kept at 250 ºC, 230 ºC and 150 ºC, respectively. 
The peak areas were used for quantification of individual analytes. 
 
A vortex stirrer and a centrifuge, both from J. P. Selecta (Barcelona, 
Spain), were also used in the extraction procedure. 
 
2.3. Extraction procedure 
 
The target analytes should be derivatized prior to their extraction. For this 
purpose, 50 mL of the sample or aqueous standard containing the analytes and the 
internal standard (4-bromophenol at 5 ng mL
−1
) are placed in a 125 mL amber-
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glass bottle. Later on, 1 mL of 5 M K2CO3 solution and 1 mL of acetic anhydride 
(derivatization reagent) are added. The solution is shaken during 5 min, opening 
the bottle in regular intervals to release the carbon dioxide. 
 
Aliquots of 10 mL of the sample/aqueous standard containing the 
derivatized analytes are placed in a conical-bottom tube where 50 mg of [Omim] 
[Cl] are previously placed. The solution is agitated using a vortex during 1 min to 
facilitate the dissolution of the ionic liquid. Subsequently, an excess of KPF6 (50 
mg) is added, a cloudy solution being immediately formed. Then, the solution is 
stirred in a vortex for 1 min in order to dissolve the salt completely. The ionic 
liquid (1-methyl-3-octylimidazolium hexafluorophosphate, [Omim] [PF6]) formed 
by the metathesis reaction (ca. 29 mg), is finally separated by centrifugation (5000 
rpm, 5 min) and transferred to a glass vial where the thermal desorption will take 
place following a similar approach to the proposed by Hino et al. [33]. In this case, 
the vial is hermetically closed and two needles are introduced through the septum. 
The first one allows the introduction of a helium stream (100 mL min
−1
) in the vial 
while the second acts as transference line with the injector of the chromatograph. 
In order to favour the thermal desorption of the analytes, the vial is heated at 300 
ºC during 6 min. 
 
3. Results and discussion 
 
The extraction procedure has as reference the European standard EN 
12673:1999 [13], which describes a gas chromatographic method for the 
determination of some chlorophenols in water samples. The analytes are previously 
derivatizated following an acylation reaction with acetic anhydride in the presence 
of K2CO3. The derivatized analytes are subsequently isolated by mean of a 
classical liquid–liquid extraction (LLE) using hexane as extractant solvent. Lastly, 
a few microlitres of extract are injected into the gas chromatographic system for 
analytes determination. 
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In the present method, several innovations have been introduced in the 
standard procedure. First, the conventional LLE has been substituted by an in situ 
solvent formation microextraction which involves a greener extraction alternative. 
This approach reduces the volume of organic solvent and increases the extraction 
efficiency. In addition, in our proposal the sample injection is based on a thermal 
desorption approach taking advance of the non-volatile nature of the ionic liquid 
and the volatility of the derivatized analytes. However, the derivatization reaction, 
as well as the reagent concentrations, are maintained at the optimum values 
described in the standard. The use of higher amount of reagents would negatively 
affect to the subsequent microextraction since it results in an increase of the ionic 
strength affecting to the final metathesis reaction. 
 
In the following sections, the optimization of the extraction and thermal 
desorption processes will be described in depth. For simplicity the variables are 
divided in two main groups, namely: extraction conditions and thermal desorption 
parameters. 
 
3.1. Optimization of the extraction conditions 
 
A general extraction procedure may be affected by several variables such 
as the pH, ionic strength, sample volume, extraction time and extractant volume. 
However, in the proposed method the pH has not influence on extraction procedure 
because the derivatized analytes do not present any ionizable groups. On the other 
hand, the ionic strength has a negligible influence in the extraction process because 
an excess of electrolytes were added during the derivatization process. In addition, 
the use of higher sample volumes should result in an improvement of the 
preconcentration factor but considering that the final separation is performed by 
centrifugation, the sample volume is limited by the centrifuge tubes used in the 
application (10 mL), Regarding the extraction time, the ionic liquid dissolved 
provides a large extraction surface, making the transference of analytes from the 
sample to the extraction medium almost instantaneous as it is common in 
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dispersive microextraction approaches. All these aspects were experimentally 
confirmed. 
 
 
 
Fig. 1. Influence of the amount of the ionic liquid [Omim] [Cl] on the analytical signals for 
the different derivatized chlorophenols. The study was performed maintaining the amount 
of KPF6 in an excess of 20% and the concentration of the analytes at 50 µg L
−1
. The 
desorption temperature and He flow rates were 300 ºC and 100 mL min
−1
, respectively. 
 
The amount of extractant is the crucial factor in the microextraction and it 
is marked by the amounts of [Omim] [Cl] and KPF6 which are involved in the 
metathesis reaction. In fact, each reagent provides the cation (Omim
+
) and the 
anion (PF6
−
) required to form the water-insoluble ionic liquid ([Omim] [PF6]) 
which is the real extractant. In our case, this reaction has been checked by means of 
infrared spectrometry. In this case, the [Omim] cation was selected instead to other 
counterparts (e.g. [Bmim] or [Hmim]) to enhance the hydrophobic interaction with 
the analytes. Moreover, the resulting [Omim] [PF6] is less soluble in water and 
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therefore their removal by centrifugation is easier. As a general rule [30,34], the 
reagent KPF6 is usually added in excess in order to favour the metathesis reaction. 
Taking into consideration all these facts, the amount of [Omim] [Cl] was studied in 
a broad interval (from 50 to 500 mg) using KPF6 in excess of 20%. Lower amounts 
were not studied due to their complex recovery by centrifugation. The results 
obtained for the extraction of 10 mL of an aqueous standard containing the analytes 
at a final concentration of 50 µg L
−1
 are shown in Fig. 1. The effect of the ionic 
liquid volume on the extraction of the analytes involves two contradictory aspects. 
On the one hand, the absolute extraction recovery should increase when higher 
volumes of extractant are employed. On the other hand, the desorption process is 
improved when lower amount of extractant are considered since the surface-to-
volume ratio is enhanced in these circumstances. Moreover, a crust of IL is 
observed when higher amounts are used. According to the results, the final aspects 
are predominant and 50 mg were selected as the optimum value for [Omim] [Cl]. 
Subsequent experiments showed that the addition of a 20% of excess is enough for 
the efficient recovery of the ionic liquid. 
 
 
Fig. 2. Influence of the desorption time on analytical signal. The concentration of the 
analytes was fixed at 50 µg L
−1
 being the He flow rate of 100 mL min
−1
. 
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Fig. 3. Effect of the flow rate on the analytical signal. The concentration of the analytes 
was fixed at 50 µg L
−1 
being the desorption temperature of 300 ºC. 
 
3.2. Optimization of the thermal desorption injection 
 
The thermal desorption of the derivatized analytes is a crucial aspect in 
order to obtain good sensitivity levels. The desorption and subsequent transference 
of the derivatized chlorophenols to the gas chromatograph is controlled by three 
main variables, namely: desorption temperature, desorption time and gas flow rate. 
These variables were studied using aqueous standards containing the derivatized 
analytes at a concentration level of 50 µg L
−1
. Each standard was extracted under 
the optimal extraction condition and the final extract was thermally desorbed and 
analyzed. 
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The desorption time was studied in the interval from 1 to 10 min; the 
results are shown in Fig. 2. As expected, the analytical signal increased when the 
desorption time increased, remaining almost constant over 4–6 min depending on 
the analyte. According to these results, 6 min was selected as optimum value. 
 
Desorption temperature was studied at 300 ºC and 500 ºC. The results 
shows a slight effect of the temperature on the desorption in this interval. However, 
at 500 ºC the thermal degradation of the ionic liquid is observed. According to 
these facts, 300 ºC was selected as optimum desorption temperature value. 
 
Finally, the flow rate of the transference gas (from the vial to the injector) 
was evaluated in the interval from 25 to 100 mL min
−1
. In this case, higher flow 
rates were not considered due to overpressure problems in the injector of the gas 
chromatograph. The results, which are summarized in Fig. 3, show that the 
analytical signal increases with increasing the flow rates. The maximum signal was 
obtained at 100 mL min
−1
 which was finally selected as optimum value. 
 
3.3. Analytical figures of merit 
 
The analytical features of merit of the proposed method are summarized in 
Table 1. The calibration curves for the ten chlorophenols were constructed by using 
working aqueous standards prepared at concentrations between 0.25 ng mL
−1
 and 
50 ng mL
−1
. For this purpose, eight concentration levels were evaluated, each level 
being analyzed by triplicate. An internal standard (4-bromophenol) at a 
concentration of 5 ng mL
−1
 was used in order to obtain better repeatability values. 
Linearity was observed in the range of 0.25 ng mL
−1
 to 50 ng mL
−1
. 4-
Chlorophenol showed the wider linear range (0.25–50 ng mL
−1
) while 
pentachlorophenol presented the narrowest one (1.5 ng mL
−1
 to 50 ng mL
−1
). A 
chromatogram obtained for a standard containing the analytes at a final 
concentration of 10 ng mL
−1
 is presented in Fig. 4A. 
 
 
Capitulo 3 
135 
Table 1. Analytical figures of merit for the determination of ten chlorophenols in water 
samples. 
Compounds  
Linear 
Ranges  
(ng mL
-1
) 
R
 a
  
MDL 
 (ng L
-1
)
b 
LOD  
(ng L
-1
)
c 
 
RSD 
 
(%)
d 
 
2-Chlorophenol  0.3-50  0.994 150 90 8.5 
3-Chlorophenol  0.3-50  0.998 130 80 9.9 
4-Chlorophenol  0.25-50 0.999 115 60 8.6 
2,6-Dichlorophenol  0.3-50  0.998 70 100 4.5 
2,3-Dichlorophenol  0.4-50  0.999 115 120 7.2 
3,4-Dichlorophenol  0.4-50  0.996 115 130 8.2 
2,4,5-Trichlorophenol  0.4-50  0.986 120 112 6.6 
2,4,6-Trichlorophenol  0.5-50  0.994 125 140 8.3 
2,3,5,6-
Tetrachlorophenol  
1.0-50 0.990 244 280 5.1 
Pentachlorophenol  1.5-50  0.993 470 440 9.0 
a
 R, regression coefficient. 
b
 MDL, method detection limit. 
c
 LOD, limit of detection. 
d
 RSD, relative standard deviation (n = 7). 
 
The repeatability, expressed as relative standard deviation (RSD) was 
studied using seven replicate analyses of aqueous standards at a concentration of 
0.5 ng mL
−1
 for mono, di and trichlorophenols and 2 ng mL
−1
 for tetra and 
pentachlorophenols. As can be seen in Table 1, the obtained values are ranged from 
4.5% (2,6- dichlorophenol) to 9.9% (3-chlorophenol). 
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Fig. 4. Chromatograms obtained from analysis of (A) an aqueous standard containing the 
derivatized analytes at a concentration of 10 ng mL
−1
 and (B) a water sample containing the 
derivatized analytes at a concentration of 1 ng mL
−1
. (1) 2-Chlorophenol, (2) 3-
chlorophenol, (3) 4-chlorophenol, (4) 2,6-dichlorophenol, (5) 2,3-dichlorophenol, (6) 3,4-
dichlorophenol, (7) 2,4,5-trichlorophenol, (8) 2,4,6-trichlorophenol, (9) 2,3,5,6 
tetrachlorophenol, (10) pentachlorophenol. A detail showing the selected ion monitoring 
chromatograms is also included. The m/z 162 corresponds to the derivatized 2,6 
dichlorophenol while the m/z 172 corresponds to the derivatized 4-bromophenol (I.S.). 
 
The sensitivity of the method was evaluated according to the limit of 
detection (LOD) and the method detection limit (MDL) defined by US-EPA [35]. 
The MDLs were in all cases in the nanogram per litre range and varied between 70 
ng L
−1
 (2,6-dichlorophenol) and 470 ng L
−1
 (pentachloropenol). The LODs, based 
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on signal-to-noise ratio (S/N) of 3, ranged from 60 ng L
−1
 (4-chlorophenol) to 440 
ng L
−1
 (pentachlorophenol). A good correlation between MDLs and LODs values 
were observed for all the analytes. 
 
3.4. Recovery study 
 
Once optimized and analytically characterized, the proposed method was 
applied for the determination of the target analytes in water samples of different 
nature (reservoir, river, bottled and tap). 
 
Taking into account that the analytes were not detected in the samples, a 
recovery study was performed to evaluate the applicability of proposed method to 
determine chlorophenols in waters. The recovery study was developed by spiking 
chlorophenol-free samples with the target compounds at 1 ng mL
−1
 for mono, di 
and trichlorophenols and 2 ng mL
−1
 for tetra and pentachlorophenols. 
 
The samples were analyzed after 24 h to favour the potential interaction of 
the analytes with the sample matrix. Each sample was analyzed by triplicate and 
the results are shown in Table 2. As it can be seen, recovery values ranged between 
72 ± 3% (2,3,5,6-tetrachlorophenol) and 102 ± 8% (2,3-dichlorophenol). In 
addition, Fig. 4B shows the chromatogram obtained for a water sample analyzed 
after enrichment with the analytes and analyzed following the proposed procedure. 
 
Anomalous results were obtained for tap water since an abrupt decrease in 
the peak area was observed for the internal standard. This fact has been attributed 
to the residual concentration of hypochlorite in water due to the disinfection 
process. The residual hypochlorite reacts with the 4-bromophenol inducing its 
chlorination. This effect was corrected adding 100 µL of hydroxylamine to the tap 
water before the addition of the internal standard and the derivatizaton process. 
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Table 2. Recovery values obtained for the determination of ten chlorophenols in different 
water samples. 
Compounds  
Recovery R(%) ± SD
a
, n=3  
Reservoir water  
River 
water  
Bottled 
water  
Tap 
Water
b
 
tap  
water
c
  
2-Chlorophenol  90 ± 7 99 ± 8  99 ± 8  92 ± 7  121 ± 10  
3-Chlorophenol  88 ± 8 97 ± 9  90 ± 8  93 ± 9  191 ± 12  
4-Chlorophenol  88 ± 8 99 ± 8  87 ± 7  87 ± 7  120 ± 10  
2,6-Dichlorophenol  99 ± 4 99 ± 4  100 ± 5  98 ± 4  150 ± 8  
2,3-Dichlorophenol  102 ± 8 102 ± 7  100 ± 7  100 ± 7  171 ± 13  
3,4-Dichlorophenol  101 ± 8 100 ± 8  102 ± 8  100 ± 8  197 ± 14  
2,4,5-Trichlorophenol 99 ± 6 102 ± 7  100 ± 7  101 ± 7  173 ± 11  
2,4,6-Trichlorophenol 89 ± 7 96 ± 8  101 ± 8  97 ± 8  180 ± 28  
2,3,5,6-
Tetrachlorophenol  
73 ± 3 72 ± 3  81 ± 4  79 ± 5  102 ± 12  
Pentachlorophenol  82 ± 7 78 ± 7  79 ± 7  76 ± 8  107 ± 17  
a
 SD, standard deviation. 
b
 Tap water sample treated with hydroxylamine. 
c
 Tap water sample without hydroxylamine. 
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4. Conclusions 
 
The analytical method presented in this article is based on a dual use of an 
ionic liquid. On the one hand, the ionic liquid is used as extractant under an in situ 
solvent formation microextraction procedure achieving the efficient isolation and 
preconcentration of the target analytes. On the other hand, the low vapour pressure 
of the solvent is exploited in a thermal desorption step which facilitates the 
injection of the extracted analytes in the gas chromatograph. The analytical method 
is quite simple, only a previous derivatization of the analytes being necessary in 
order to promote their extraction and to make easier their gas chromatographic 
analysis. 
The proposal has been optimized considering those variables, related to the 
extraction and thermal desorption steps, which have a clear influence in its 
performance. Once optimized, the proposed method was analytically characterized 
in terms of linearity, sensitivity and precision, being finally applied to the 
determination of the target compounds in water samples of different origin. 
 
Table 3 compares the proposed method with other analytical procedures 
based on dispersive microextraction [21,25,29,36,37]. The proposed method 
provides the best results in terms of sensitivity, only surpassed by the procedure 
which uses liquid chromatography and mass spectrometry as instrumental 
technique. However, it presents a lower precision which will be considered as a 
key-aspect in further investigations. 
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Dispersive micro-solid phase extraction with ionic liquid-modified silica 
for the determination of organophosphate pesticides in water by ultra 
performance liquid chromatography 
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Department of Analytical Chemistry, Institute of Fine Chemistry and Nanochemistry, Marie Curie 
Building, Campus de Rabanales, University of Córdoba, 14071 Córdoba, Spain 
 
In this article, the use of methylimidazolium-hexafluorophosphate functionalized 
silica is evaluated under a dispersive micro-solid phase extraction (D-μSPE) 
approach for the extraction of organophosphate pesticides (OPs) from water 
samples. After its synthesis, the sorbent is chemically characterized playing special 
attention to the type of interaction that it can establish with the target analytes. 
Moreover, different dispersion approaches were evaluated in order to clarify the 
main parameters affecting the extraction. The ionic liquid-modified silica allows 
the isolation and preconcentration of the analytes (phosmet, parathion, triazophos 
and phoxim) with enrichment factors in the range from 74 (phoxim) to 111 
(triazophos) in a simple procedure. The new extraction mode allows the 
determination of these compounds with limits of detection in the range from 0.3 μg 
L−1 (for phosmet) to 0.6 μg L−1 (for phoxim) with a relative standard deviation 
lower than 10.6% (for phoxim). The recovery study carried out in different water 
samples provided an average recovery of 94%, which demonstrated the 
applicability of the sorbent for the analytical problem selected in this article. 
 
 
Keywords: Ionic liquid-modified silica; Dispersive micro-solid phase extraction; Ultra performance 
liquid chromatography; UV; Pesticides; Waters. 
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1. Introduction 
 
The term ionic liquid (IL) defines a broad class of semi-organic salts or salt 
mixtures composed entirely by ions which are liquid in the range 180–600 K [1]. 
This special behavior can be ascribed to the poor coordination of their constituent 
ions, since at least one of them has a delocalized charge preventing the formation 
of a stable crystal lattice [2]. ILs have attracted much attention taking into account 
their special features like: low-vapor pressure, high viscosity, dual natural polarity, 
good thermal stability and a wide range of miscibility with water and other organic 
solvents. Moreover, ILs are considered as task-specific solvents since these 
properties can be tuned selecting the appropriate (in nature and size) constituent 
ions. 
 
ILs present a great extraction capability toward different analytes with 
which they can interact by electrostatic, hydrophobic and π–π interactions. Thus, 
ILs have been extensively used in liquid microextraction techniques (LPME) [3] as 
a greener substitute of toxic organic solvents. In this sense, their thermal stability 
and high viscosity have been employed to improve the performance of single drop 
microextraction (SDME) [4,5]. On the other hand, their high density has been 
exploited in dispersive liquid–liquid microextraction (DLLME) [6,7] while their 
tunable solubility has allowed the development of new DLLME modes such as the 
in-situ solvent formation microextraction (ISFME) [8,9] and temperature 
controlled ionic liquid dispersive liquid–liquid [10]. Moreover, ILs have been 
employed as extracting material in solid phase microextraction (SPME) in the form 
of liquid immobilized phases [11] or polymeric ones [12]. 
 
The use of ILs in the microextraction context may present two general 
shortcomings. On the one hand, the viscosity of the IL may negatively affect the 
extraction kinetics as well as their easy introduction in a liquid chromatograph 
[13]. On the other hand, their low volatility makes their compatibility difficult with 
gas chromatography, thus the development of special interfaces results necessary 
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[14,15]. Moreover, both properties make ILs technically incompatible with special 
techniques like evaporative light scattering detector [16]. 
 
Ionic liquid-modified materials overcome these limitations by the covalent 
linkage of ILs in an inert support like silica. As a consequence of the 
immobilization, ILs lose their liquid nature but they maintain their exceptional 
physical (thermal stability) and chemical (extraction capacity) properties. In 
addition, the presence of ILs in the final eluate is avoided. IL-modified materials 
have been successfully employed as extracting phases in solid phase extraction 
(SPE) [17–19] and SPME [20,21]. 
 
In this article, the use of methylimidazolium-hexafluorophosphate 
functionalized silica is evaluated for the first time under a dispersive micro-solid 
phase extraction (D-μSPE) mode for the isolation and preconcentration of 
organophosphate pesticides (OPs) from water samples which are finally 
determined by ultra performance liquid chromatography (UPLC) with diode array 
detector (DAD). OPs have been extensively used in agriculture due to their 
insecticide activity, and therefore they can be found in environmental waters. OPs 
have a potential toxicity in humans due to their non-selective action since they 
inhibit the enzyme acetylcholinesterase which plays an important role both in 
insects and mammals. Their persistence and potential risk make the determination 
of OPs in waters necessary. Liquid–liquid extraction (LLE) is the classic technique 
used for OP isolation and preconcentration from water samples [22,23]. However, 
LLE is time consuming and requires large volumes of toxic solvents and it has 
been substituted successively by SPE [24] and miniaturized techniques. In this 
sense, SPME has been proposed for the isolation of pesticides in water samples 
working under the direct immersion [25] and headspace modes [26]. 
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2. Experimental section 
 
2.1. Reagents and samples 
 
All reagents were of analytical grade or better. Pesticides (phosmet, 
parathion, triazophos and phoxim) were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, 
Spain). Stock standard solutions of each analyte were prepared in acetonitrile 
(Panreac, Barcelona, Spain) at a concentration of 400 mg L−1 and stored at 4 °C. 
Working solutions of pesticides were prepared by dilution of the stocks in Milli-Q 
water (Millipore Corp.; Madrid, Spain). In the extraction procedure, sodium 
chloride from Sigma-Aldrich was used to modify the ionic strength. Ethanol, 
methanol and acetone were also employed in different stages of the process, 
including the synthesis and extraction optimization. All these solvents were 
purchased from Panreac. 
 
For the ionic liquid-modified silica synthesis different reagents were 
employed. Silica particles purchased from Analisis Vinicos (Tomelloso, Spain), 
present a particle size of 5 μm. Hydrochloric acid, 3-chloropropyltrimethoxysilane, 
N-methylimidazole, triethylamine and potassium hexafluorophosphate (KPF6) 
were obtained from Sigma-Aldrich while toluene was purchased from Panreac. 
 
River, tap and well water samples were collected in amber-glass bottles 
without headspace. The samples were stored in the dark at 4 °C until their analysis. 
 
2.2. Apparatus 
 
Chromatographic analyses were carried out on a Waters-Acquity™ ultra 
performance LC system (Waters Corp., Madrid, Spain) using an Acquity UPLC® 
BEH C18 column (1.7 μm, 2.1 mm × 100 mm) maintained at 43 °C. The mobile 
phase consisted of (A) water and (B) acetonitrile at a flow rate of 0.5 mL min−1 
using a gradient elution program. The initial composition was fixed at 75% A, the 
percentage being decreased to 30% in 3.5 min. The injection volume was 5 μL with 
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partial loop mode. The separated analytes were determined using a PDA eλ 
detector (Waters). Each analyte was detected at its characteristic wavelength, 
namely: phosmet at 223 nm, parathion-methyl at 277 nm, triazophos at 248 nm and 
phoxim at 282 nm. System control was achieved with Empower software also from 
Waters. 
 
A vortex stirrer and a centrifuge, both from J.P. Selecta (Barcelona, Spain), 
were also used in the extraction procedure. 
 
2.3. Synthesis of methylimidazolium–chloride functionalized silica [SiO2–
MIM–Cl] 
 
The synthetic procedure is described elsewhere [27] and it involves three 
well defined steps. In the first step, the silica (5 g, 5 μm particle size) was dispersed 
in a 1 mol L−1 hydrochloric acid solution for 24 h to activate the superficial silanol 
groups. The treated silica was washed with water up to neutral pH and dried in an 
oven for 8 h. In a second stage, the activated silica was dispersed in 60 mL of dry 
toluene in the presence of 5 mL of 3-chloropropyltrimethoxysilane and 0.5 mL of 
triethylamine, the dispersion being refluxed during 48 h. After a washing procedure 
involving different solvents (toluene, ethanol:water (1:1 v/v), water and methanol), 
the chloropropyl silica was dried at 60 °C during 8 h before the final derivatization 
step. In the third step, the solid was redispersed in 60 mL of dry toluene in the 
presence of 5 mL of N-methylimidazole and the dispersion was refluxed for 48 h. 
The obtained methylimidazolium–chloride functionalized silica was finally washed 
(with toluene, methanol, water and methanol) and dried. 
 
2.4. Synthesis of methylimidazolium-hexafluorophosphate functionalized 
silica [SiO2–MIM–PF6] 
 
The methylimidazolium-hexafluorophosphate functionalized silica, [SiO2–
MIM–PF6], was obtained from [SiO2–MIM–Cl] by a simple metathesis reaction 
using KPF6 as reagent. For this purpose, 1 g of [SiO2–MIM–Cl] is dispersed twice 
Capítulo 4 
153 
in 100 mL of a 7% (w/v) aqueous solution of KPF6. The formed [SiO2–MIM–PF6] 
is recovered, washed with water and dried. 
 
The stability of the [SiO2–MIM–PF6] allows its reuse after a simple 
washing treatment. To reuse the sorbent, the solid should be washed with methanol 
to remove the potential retained compounds and it should be subsequently 
dispersed in a 7% (w/v) aqueous solution of KPF6 to revert any potential 
metathesis reaction produced due to the ionic strength of the sample. 
 
2.5. Extraction procedure 
 
Aliquots of 8 mL of the sample/aqueous standard containing the analytes 
are placed in a 10 mL conical-bottom centrifuge tube for extraction, and 1.6 g of 
NaCl is added to adjust the ionic strength. Later on, 100 mg of [SiO2–MIM–PF6], 
dispersed in 500 μL of Milli-Q water, is added. The mixture is agitated using a 
vortex for 1 min to facilitate the dispersion of the sorbent. The [SiO2–MIM–PF6] 
containing the extracted analytes is finally separated from the sample matrix by 
centrifugation (5000 rpm, 5 min). After centrifugation the sample is removed using 
a Pasteur pipette. Later on, the sorbent is mixed with 500 μL of acetonitrile and the 
mixture is aspirated with a syringe and subsequently filtered through a 0.45 μm 
nylon filter. Negligible retention of the analytes in the syringe and filter is observed 
taking into account their high solubility in acetonitrile. To improve the sensitivity, 
the extract is evaporated to dryness under a nitrogen stream. This step is possible 
since no losses by evaporation were observed for the target analytes. The residue is 
finally redissolved in 50 μL of acetonitrile for chromatographic analysis. 
 
After elution, the sorbent is washed twice with methanol and dispersed 
twice in 100 mL of a 7% (w/v) aqueous solution of KPF6 to allow the reusability of 
the solid. 
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3. Results and discussion 
 
3.1. Sorbent characterization 
 
The amount of ionic liquid anchored to the silica support was quantified by 
an indirect potentiometric titration. 350 mg of [SiO2–MIM–Cl] was transferred to a 
glass beaker that contains 5 mL of water with a KPF6 excess of 290 mg; and the 
mixture was stirred in order to develop the metathesis reaction. It was assumed that 
after 24 h the moles of chloride in the aqueous solution correspond directly to the 
moles of ionic liquid anchored to the silica surface attending to the chemical 
structure. The moles of chloride were calculated using a 0.031 M silver nitrate 
solution as titrant and potentiometry to establish the end point of the titration. The 
results indicate the presence of 1 mmol of MIM for each gram of [SiO2–MIM–Cl]. 
This value corresponds to a 2.8% of N in the solid which is quite similar to the 
3.1% observed by other authors [27]. 
 
Moreover, a thermogravimetric study was performed to confirm the 
amount of immobilized IL. The [SiO2–MIM–Cl] presented mass losses of about 
6% from room temperature to 200 °C (related to the moisture content) and of 
14.3% from 200 °C to 600 °C (related to the IL content). The latter data agrees 
with the values obtained by the potentiometric titration. 
 
3.2. Sorbent evaluation 
 
The chemical composition of a given sorbent defines its physical and 
chemical characteristics including the type of interaction that it can establish with 
the target analytes. In the present article, two ionic liquid-modified silica sorbents 
have been synthesized, namely: [SiO2–MIM–Cl] and [SiO2–MIM–PF6]. [SiO2–
MIM–Cl] is easily dispersed in water providing time-stable dispersion. In the 
presence of KPF6, the metathesis reaction takes place yielding [SiO2–MIM–PF6] 
which tends to coalesce at the bottom of the tube. However, this [SiO2–MIM–PF6] 
can be redispersed by mechanical agitation using a vortex. These behaviors are 
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shown in Fig. 1 where the same sequence has been reproduced with bare silica for 
comparative purposes. 
 
 
Fig. 1. Behaviors of (A) ionic liquid-modified silica and (B) bare silica under the same 
experimental sequence. For detail, see text. 
 
[SiO2–MIM–Cl] may interact with different substances by ionic forces (anion 
exchange) or by mixed mode (combining anionic exchange and interactions with 
the imidazolium ring). This sorbent is especially interesting for those analytes with 
acidic groups and aromatic rings in their chemical structures. On the other hand, 
[SiO2–MIM–PF6] presents mainly hydrophobic interactions since the PF6− anion is 
strongly bonded to the imidazolium ring. Taking into account the hydrophobic 
nature of the target analytes, the latter sorbent is more appropriate for this 
application. This statement has been practically corroborated using phosmet and 
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parathion-methyl as model analytes under different experimental conditions. In all 
cases, the amount of sorbent, the concentration of analytes and the final volume of 
eluent (methanol) are 25 mg, 500 μg L−1 and 8 mL, respectively. In each condition, 
the sorbent is added in a different form as it is stated below: 
 
a) [SiO2–MIM–Cl] is added to the aqueous standard. 
 
b) [SiO2–MIM–Cl] is added to the aqueous standard in the presence of 10% 
of sodium chloride. 
 
c) [SiO2–MIM–Cl] and KPF6 are subsequently added to the aqueous standard, 
the [SiO2–MIM–PF6] being in-situ formed in the extraction tube. 
 
d) [SiO2–MIM–Cl] and KPF6 are subsequently added to the aqueous standard 
in the presence of 10% of NaCl in order to evaluate the potential negative 
effect of chloride in the sorbent formation. 
 
e) [SiO2–MIM–PF6], previously formed, is directly added to the aqueous 
standard. 
 
Attending to the results, shown in Fig. 2, different conclusions can be obtained. 
[SiO2–MIM–Cl] poorly extracts the target compounds as the sorbent, in an aqueous 
media, tends to be dissociated (Fig. 2a). This interaction becomes slightly 
increased when sodium chloride is added to the solution, as the sorbent dissociation 
is partially reverted to such conditions (Fig. 2b). On the other hand, [SiO2–MIM–
PF6] presents a higher interaction with the model analytes (Fig. 2c–e). This higher 
interaction can be ascribed to the substitution of Cl− by PF6− which involves an 
increase in the octanol/water partition constant (Kow) according to the literature. In 
this sense, Ropel et al. demonstrated a 5.5 fold-increase in the Kow of 1-butyl-3-
methylimidazolium as a consequence of this metathesis reaction [29]. However, up 
to now these effects have been only described for ILs in their liquid state. 
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Moreover, when Fig. 2c and d is compared, it can be observed that the 
addition of sodium chloride makes the [SiO2–MIM–PF6] formation difficult, thus 
producing a reduction of the extraction rate. In fact, the ionic strength has a double 
effect in the extraction of the analytes by affecting the metathesis reaction and by a 
salting out effect. This aspect will be discussed in the next section. 
 
Finally, it should be highlighted that the extraction procedure has an 
influence on the extraction since the in-situ sorbent formation approach (Fig. 2c) 
provides a slight improvement of the signal compared to the direct addition of the 
previously formed sorbent (Fig. 2e). However, the in-situ sorbent formation 
procedure makes the reuse of the sorbent difficult as the [SiO2–MIM–PF6] should 
be transformed to [SiO2–MIM–Cl] after each extraction. For simplicity and 
reusability, the direct addition of the previously formed [SiO2–MIM–PF6] was 
selected for further studies. 
 
 
Fig. 2. Evaluation of the extraction performance of the ionic liquid-modified sorbent under 
different experimental conditions. Conditions a–e are described in the text. 
 
Bloque II 
158 
3.3. Optimization of the extraction conditions 
 
A general extraction technique may be affected by several variables such 
as pH, ionic strength, sample volume, amount of extractant, extraction time or 
stirring. The effect of these variables on the analyte extraction has been considered 
in depth in the optimization process. However, in the proposed method the pH does 
not influence the extraction procedure because the target analytes do not present 
any ionizable groups. 
 
3.3.1. Sample volume and amount of sorbent 
 
The sample volume and the sorbent amount are crucial in any extraction 
procedure. Moreover, both variables are usually connected as when higher sample 
volumes are processed, higher amounts of sorbent are required in order to 
effectively isolate the analytes. For this reason, both variables were optimized 
together considering three different sample volumes (4, 6 and 8 mL) and five 
different amounts of [SiO2–MIM–PF6] (12.5, 25, 50, 100 and 200 mg). The 
maximum sample volume was limited to 8 mL according to the volume of the 
centrifuge tube which was employed as extraction vessel. The general extraction 
procedure was similar to this as described in Section 2.5, although no ionic strength 
was added and the final elution was performed with 500 μL of methanol. The 
results, which are presented in Fig. 3, show similar behaviors for the four analytes. 
Although the error bars have been not included in order to clearly present the data, 
it is necessary to highlight that the relative standard deviations were acceptable in 
all the assays with values lower than of 7% and a mean value (considering all the 
assays and analytes) of 3%. As it was expected, the analytical signal increases with 
the sample volume in all cases. On the other hand, the signal increases with the 
sorbent amount up to 100 mg, a slight diminution being observed when 200 mg is 
used. This aspect can be ascribed to the fact that higher amounts of sorbent are 
worse dispersed than lower ones. For this reason, 100 mg of sorbent and 8 mL of 
sample were considered for further studies. 
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Fig. 3. Effect of the sample volume and the sorbent amount in the extraction of the target 
analytes. Legend: 8 mL (    ), 6 mL (    ) and 4 mL (    ). 
 
3.3.2. Ionic strength 
 
Ionic strength may enhance the extraction of the analytes by a salting 
out effect. Taking into consideration the inherent characteristic of the extraction 
procedure two different salts were evaluated, namely: sodium chloride (NaCl) and 
KPF6. This selection was based on the hypothesis that NaCl may reverse the 
metathesis reaction reducing the extraction capacity of the sorbent. First of all, the 
effect of KPF6 concentration in the extraction of the analytes was evaluated at five 
different levels (0, 1, 3, 5 and 7% w/v), a negligible effect being observed for all 
the analytes. In fact, the RSD values of the obtained signals were lower than 7% 
even when different conditions were considered. On the other hand, the effect of 
NaCl was evaluated at 5 concentration levels (0, 5, 10, 20 and 30% w/v) a slight 
increase being observed up to 20% which was considered as the optimum value. 
Although the ionic strength improves the extraction efficiency, this improvement is 
not too marked probably due to the non-polar nature of the target analytes. 
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If these results are compared with those described in Fig. 2, an apparent 
discrepancy appears since the ionic strength has a different effect on the extraction 
rate depending on the extraction procedure. The ionic strength limits the extraction 
when an in-situ sorbent formation approach is employed (Fig. 2), while it improves 
the extraction of the analytes when the previously formed [SiO2–MIM–PF6] is 
added to the sample (data obtained in this section). This discrepancy can be 
explained taking into account the kinetic of the metathesis reaction and also the 
extraction time. In this sense, 1 min is not enough to completely form the [SiO2–
MIM–PF6] in the in-situ approach due to the competition between the Cl− and the 
PF6−. In the proposed procedure, 1 min is not enough to transform the previously 
formed [SiO2–MIM–PF6] into the chloride form and therefore the salting out effect 
prevails over the metathesis reaction. 
 
3.3.3. Type and time of sample agitation 
 
The agitation of the sample during the extraction usually improves the 
extraction efficiency as it enhances the contact between the sample and the 
extractant. For this reason, the effect of type (vortex or ultrasound assisted) and 
time (0, 1, 10 and 15 min) was evaluated in depth. The results showed that 1 min of 
extraction is enough to achieve the maximum extraction. Moreover, similar values 
were obtained when vortex or ultrasound is employed to assist the extraction. 
Finally, 1 min of vortex stirring was considered as the optimum value for further 
steps. 
 
3.3.4. Optimization of the elution 
 
Once the analytes have been conveniently extracted, they should be eluted 
for the subsequent chromatographic analysis. Three different solvents (methanol, 
acetonitrile and acetone) were evaluated as eluents, acetonitrile providing the best 
and more reproducible recovery values. Finally, the elution volume was studied 
bearing in mind that the final extract will be evaporated for sensitivity 
enhancement. Therefore, the volume should be higher enough to provide an 
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efficient elution but lower enough to allow a rapid evaporation. The elution volume 
was studied in the interval from 100 to 500 μL, 500 μL being finally selected as a 
compromise between both effects. 
 
3.4. Analytical figures of merit 
 
Once optimized, the method was finally characterized in terms of linearity, 
precision, accuracy and sensitivity. In this sense, a calibration graph for each 
analyte was constructed by extracting in triplicate 8 working aqueous standards 
containing all the analytes at concentrations in the range from 0.1 μg L−1 to 100 μg 
L−1. For all the analytes, a good linearity (R>0.997) was observed. The figures of 
merit are summarized in Table 1. 
 
The method detection limit (MDL), defined by U.S. EPA [28], was used to 
estimate the minimum detectable concentration for the target compounds, which 
varied between 0.29 μg L−1 (for phosmet) and 0.56 μg L−1 (for phoxim). These 
values were concordant with those obtained using a signal to noise ratio of 3. 
 
The repeatability of the method (expressed as relative standard deviation) 
was evaluated at 1.5 μg L−1 by septuplicate resulting to be in the range from 5.1% 
(for phosmet) to 10.6% (for phoxim). 
 
Table 1. Figures of merit of the proposed method for the determination of organophosphate 
pesticides in water. 
Analyte  
 Linear range  
 Ra  
 MDLb   RSDc  
 EFd  
 (μg L−1)   (ng L−1)   (%)  
 Phosmet   1–100   0.999   295   5.1   98  
 Parathion-methyl   1–100   0.997   355   6.1   105  
 Triazophos   1.5–100   0.998   470   8.2   111  
 Phoxim   1.5–100   0.999   560   10.6   74  
a R, regression coefficient.  
b MDL, method detection limit. 
c RSD, relative standard deviation (n=7). 
d EF, enrichment factor. 
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The performance of the method was evaluated through the analysis of 
different samples including tap, river (Pedroche, Cordoba) and well (Montalban, 
Cordoba) waters. Since no positive samples were found, a recovery study was 
performed spiking water samples with the analytes at two different concentrations 
(5 and 10 μg L−1). The data obtained, which are summarized in Table 2, show 
excellent recovery values in all instances. In all cases, the recoveries are slightly 
lower for tap waters than for the other matrices. This fact can be ascribed to the 
degradation of these compounds in chlorinated water, a fact that has already been 
described for phosmet [30]. Fig. 4 shows the chromatogram obtained for the 
recovery study performed with well water. 
 
Table 2. Recovery study (average percentage ± standard deviation, n=3) performed on real 
samples spiked with the analytes at different concentrations. 
Analyte  
 Spiked 
concentration   R(%) ± SDa, n=3  
(μg L−1)  
    Tap water River water  Well water 
 Phosmet  
 0   n.d.b   n.d.b   n.d.b  
 5   86 ± 5   88 ± 4   96 ± 5  
 10   90 ± 4   91 ± 5   94 ± 5  
 Parathion-methyl  
 0   n.d.b   n.d.b   n.d.b  
 5   90 ± 5   91 ± 5   96 ± 5  
 10   94 ± 6   94 ± 6   98 ± 6  
 Triazophos  
 0   n.d.b   n.d.b   n.d.b  
 5   89 ± 7   95 ± 8   97 ± 7  
 10   90 ± 7   96 ± 8   97 ± 8  
 Phoxim  
 0   n.d.b   n.d.b   n.d.b  
 5   94 ± 9   93 ± 9   95 ± 9  
 10   99 ± 11   99 ± 10   97 ± 10  
a SD, standard deviation. 
b n.d., not detected. Concentration below the limit of detection. 
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Fig. 4. Chromatograms obtained for a well water spiked at (A) 10 and (B) 5 μg L−1. 
Analytes: (1) phosmet, measured at 223 nm; (2) parathion-methyl,measured at 277 nm; (3) 
triazophos, measured at 248 nm; and (4) phoxim, measured at 282 nm. 
 
4. Conclusions 
 
In this article, the use of methylimidazolium-hexafluorophosphate 
functionalized silica is evaluated as sorbent for the extraction of four 
organophosphate pesticides from water samples. The extraction performance of the 
ionic liquid-modified sorbent, which has been chemically characterized, was 
evaluated in different forms, and according to the results [SiO2–MIM–PF6] 
presents a better interaction with the analytes than [SiO2–MIM–Cl] due to its 
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higher hydrophobicity. Moreover, the in-situ sorbent formation approach provides 
a slight improvement compared to the direct dispersion of [SiO2–MIM–PF6], 
although it limits the reusability of the sorbent. This slight improvement can be 
ascribed to the kinetic of the metathesis reaction when an immobilized IL in an 
inert material is employed. In fact, the in-situ approach has been successfully 
proposed in the liquid phase microextraction context. 
 
The use of ionic liquid-modified silica involves some advantages. On the 
one hand, the synthesized sorbent provides high enrichment factors (see Table 1) in 
the range from 74 (phoxim) to 111 (triazophos), just requiring 8 mL of samples. 
Moreover, the final eluate is IL-free which makes the analysis by UPLC of the 
extracts easier. Being objective, the procedure presents a main shortcoming related 
to the sensitivity. The limits of detection should be improved 5-fold in order to 
extend this application to other pesticides. In this sense the sample volume, which 
was restricted by the capacity of the centrifuge vials, should play a key role. 
 
The present method has been also compared with other analytical 
methodologies proposed for the extraction of the target OPs from water samples 
[31–36]. The most relevant results are shown in Table 3. As it can be observed, 
those methods based on the use of gas chromatography (GC) with flame 
photometric detector (FPD) present the lowest limits of detection. Our proposal 
provides competitive sensitivity compared with other methods based on liquid 
chromatography with ultraviolet detection and better sensitivity than the 
combination of GC with mass spectrometry. Moreover, it requires less volume than 
its counterparts with the exception of the dispersive liquid–liquid microextraction 
approach. Finally the precision of D-μSPE, in terms of RSD, was found to be 
comparable with other methodologies. 
 
In summary, methylimidazolium-hexafluorophosphate functionalized silica 
can be considered as a promising material for the extraction of organophosphate 
pesticides from water samples. 
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Table 3. Comparison of the proposed method (D-μSPE–HPLC–DAD) with reported 
approaches for the determination of OPs in water samples. 
Extraction 
techniquea  
 Instrumental 
techniqueb  
 
Sample 
volume 
(mL)  
 RSDc 
(%)  
 LODd 
 (μg L−1)   Reference  
 LLME HF–
MMSLPE   HPLC–DAD   15   4.5–6.9   0.1–0.3   31  
 DLLME   HPLC–UV   5   2.9–4.0   0.1   32  
 LPME   HPLC–DAD   2   8.4   10   33  
 LPME   GC–FPD   20   3.5–8.9   0.02   34  
 SDME   GC–FPD   5   6.3–11.3   0.003   35  
 SPME   GC–MS   10   4.7–6.5   1.3–1.8   36  
 D-μSPE   UPLC–DAD   8   5.1–10.6   0.3–0.6   This method  
a Extraction techniques: LLME HF–MMSLPE, hollow fiber microporous membrane solid–
liquid phase microextraction; DLLME, dispersive liquid–liquid microextraction; LPME, 
liquid phase microextraction; SDME, single drop microextraction; SPME, solid phase 
microextraction; D-μSPE, dispersive microsolid phase extraction. 
b Instrumental techniques: HPLC, high performance liquid chromatography; GC, gas 
chromatography; DAD, diode array detector; UV, ultraviolet detector; FPD, flame 
photometric detector; MS, mass spectrometric detector. 
c RSD, relative standard deviation. 
d LOD, limit of detection. For comparative purposes, the included LODs are referred only 
to the analytes also considered in this method. 
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Ionic liquid coated magnetic nanoparticles for the gas chromatography 
mass spectrometry determination of polycyclic aromatic hydrocarbons 
in waters* 
Francisco Galán-Cano, María del Carmen Alcudia-León, Rafael Lucena, Soledad Cárdenas 
and Miguel Valcárcel 
Department of Analytical Chemistry, Institute of Fine Chemistry and anochemistry. 
Marie Curie Building. Campus de Rabanales. University of Córdoba. 14071 Córdoba 
(Spain). 
In this paper, ionic liquid coated magnetic nanoparticles (IL-MNPs) have been 
prepared by covalent immobilization. The as-synthesized MNPs have been 
successfully used as sorbent for the extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAHs) from water samples, the analytes being finally determined by gas 
chromatography/mass spectrometry. The influence of several experimental 
variables (including the ionic strength, amount of MNPs, sample volume, agitation 
time and desorption solvent) has been considered in depth in the optimization 
process. The developed method, which has been analytically characterized under 
its optimal operation conditions, allows the detection of the analytes in the samples 
with method detection limits in the range from 0.04 µg L
-1
 (fluoranthene) to 1.11 
µg L
-1
 (indeno(1, 2, 3-cd)pyrene). The repeatability of the method, expressed as 
relative standard deviation (RSD, n=7), varies between 4.0% 
(benzo[b]fluoranthene) and 8.9% (acenapthene), while the enrichment factors are 
in the range from 49 (naphthalene) to 158 (fluoranthene). The proposed procedure 
has been applied for the determination of thirteen PAHs in water samples (tap, 
river, well and reservoir ones) with recoveries in the range from 75 to 102%. 
 
 
 
 
Keywords: Ionic liquid coated magnetic nanoparticles, Polycyclic aromatic hydrocarbons, 
Magnetic solid-phase extraction, Waters, Gas chromatography, Mass spectrometry. 
* Enviado a la revistal Journal of Chromatography A para su publicación en el 
número especial dedicado a extracción y tratamiento de muestra. 
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1. Introduction 
The tremendous potential of ionic liquids (ILs) as an alternative to 
environmentally harmful ordinary organic solvents is well recognized [1-3]. ILs 
have attracted extensive attention and gained popularity in analytical chemistry [4] 
covering different application fields like chromatography, electrochemistry or 
extraction techniques [5]. This applicability is based on their unique properties, 
such as low volatility, high thermal and chemical stability, and electrolytic 
conductivity. Furthermore, some of the IL properties, including their polarity, 
hydrophobicity or viscosity, can be tuned by the proper selection of the building 
cations and anions. This tunable nature allows the synthesis of task-specific 
solvents for different applications. 
 
Despite the general advantages previously described, ILs present some 
shortcomings that may limit their potential. Among them, the low mass-transfer 
rates, the long equilibrium times and the difficulty in phases´ separation can be 
highlighted [6]. These limitations can be overcome by immobilizing ILs on solid 
supports generating therefore new materials with interesting properties. These new 
materials have been successfully applied as stationary phases in liquid 
chromatography (LC) [7, 8] and as sorbents in solid-phase extraction (SPE) [9-18]. 
The usefulness of these materials rests on their dual nature: they act as low-polarity 
phases for non-polar compounds and in the opposite manner for compounds 
bearing strong proton-donor groups [17]. 
 
Magnetic solid-phase extraction (MSPE) [19], which is based on the use of 
sorbents with paramagnetic properties, has been successfully applied to solve 
different analytical problems [20-24]. In addition to its excellent adsorption 
efficiency, MSPE simplifies the extraction procedures. On one hand, the sorbent is 
dispersed in a sample solution instead of being packed into a SPE cartridge, 
improving the contact area between the sorbent and the sample and therefore 
increasing the extraction rates. On the other hand, the sorbent recovery after the 
extraction is easily performed by the application of an external magnetic field 
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which is a simpler alternative compared to filtration or centrifugation. The success 
of MSPE has been based on two basic aspects. First of all, the evolution of the 
sorbents from the micrometer-sizes to the nanometer-size has led to an increase of 
the extraction efficiency thanks to the increase of the superficial area of the 
particles. Secondly, the easy chemical surface modification of the magnetic 
nanoparticles (MNPs) increase the versatility of the technique even improving the 
selectivity of the extraction procedures [25]. In this context, the use of octadecyl 
groups [26-28], polymeric surfactants [29, 30], carbon nanotubes [31-33] or 
graphene [34] can be highlighted. 
 
Up to date, the use of ILs in MSPE has been restricted to the extraction of 
three polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from water samples [35] and the 
extraction of cadmium and lead from milk and water samples [36]. In both cases, 
the IL is physically absorbed on the surface of the MNP and therefore it may be 
present in the final extract. This aspect limits the compatibility of the procedures 
with certain techniques like gas chromatography. In the present article, the covalent 
immobilization of IL in the surface of silica coated Fe3O4 is proposed for the 
extraction of thirteen PAHs from water samples. This covalent bond allows the 
final determination of the target analytes by gas chromatography-mass 
spectrometry, which may be critical for complex samples, since the ILs are not 
present in the final extract. Moreover, the sorbent can be easily reused with a 
simple cleaning procedure. 
 
2. Experimental section 
 
2.1 Reagents and samples. 
 
All reagents were of analytical grade or better. Polycyclic aromatic 
hydrocarbons (naphthalene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene, 
fluoranthene, pyrene, benz[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, 
benzo[a]pyrene, indeno (1,2,3-cd)pyreno, dibenzo[a,h]anthracene) were purchased 
from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Stock standard solutions of each analyte 
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were prepared in methanol (Panreac, Barcelona, Spain) at a concentration of 1000 
mg L-1 and stored at 4 ºC. Working solutions were prepared by dilution of the 
stocks in Milli-Q water (Millipore Corp; Madrid, Spain) or hexane (Panreac) as 
required. In the extraction procedure, sodium chloride from Sigma-Aldrich was 
used to adjust the ionic strength and hexane was employed as eluent. 
 
All the reagents required for the synthesis of the magnetic nanoparticles 
were purchased from Sigma-Aldrich. Ferric chloride (FeCl3.6H2O), ferrous 
chloride (FeCl2.4H2O) and ammonia were used for the synthesis of the magnetic 
core (Fe3O4). Tetraethylorthosilicate (TEOS) and ethanol were employed for 
covering the magnetic core with a protective silica-based coating. Hydrochloric 
acid, 3-chloropropyltrimethoxysilane, N-methylimidazole, triethylamine, 
potassium hexafluorophosphate (KPF6) and toluene were used to introduce 
methylimidazolium hexafluorophosphate (MIM-PF6) functional groups on the 
nanoparticles surface. 
 
River, tap, reservoir and well water samples were collected in amber-glass 
bottles without headspace. The samples were stored in the dark at 4 ºC until their 
analysis. 
 
2.2 Apparatus 
 
Gas chromatographic/mass spectrometric analyses were carried out on an 
Agilent (Palo Alto, CA) HP6890 gas chromatograph equipped with an HP5973 
mass spectrometric detector based on a quadrupole analyzer and a electron 
multiplier detector. System control and data acquisition was achieved with an 
HP1701CA MS ChemStation software. 
 
A pulsed splitless mode (pulse time=0.5 min) was selected for the injection 
of 2 µL of extracts, using helium (6.0 grade, Air liquid, Seville, Spain) at a flow 
rate of 1 mL min-1 as carrier gas. Chromatographic separations were performed on 
a fused silica capillary column (30 m×0.25 mm i.d.) coated with 5% phenyl-95% 
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methyl polysiloxane (film thickness 0.25 µm) (Supelco, Madrid, Spain). The 
column temperature program was as follows: 2.5 min at 80 ºC, raised up to 200 ºC 
at 25 ºC min-1 (kept for 1 min), then immediately ramped at 10 ºC min-1 up to 250 
ºC and raised up to 285 ºC at 5 ºC min-1 (kept for 5 min). Finally, the temperature 
increased up to 330 ºC at 30 ºC min-1 (kept for 1 min). The quadrupole mass 
spectrometer detector was operated in selected ion monitoring mode, recording the 
following fragment-ions: 128 and 129 (from 2.5 to 6.0 min) to detect naphthalene, 
153 and 154 (from 6.0 to 7.4 min) to detect acenaphthene, 165 and 166 (from 7.4 
to 8.0 min) to detect fluorene, 178 and 179 (from 8.0 to 10.5 min) to detect 
phenanthrene and anthracene , 202 and 203 (from 10.5 to 13.0 min) to detect 
fluoranthene and pyrene, 228 and 229 (from 13.0 to 16.0 min) to detect 
benz[a]anthracene and chrysene, 252 and 253 (from 16.0 to 20.0 min) to detect 
benzo[b]fluoranthene and benzo[a]pyrene, and 276, 277 to detect indeno (1,2,3-
cd)pyrene and 278, 279 to detect dibenzo[a,h]anthracene (from 20.0 min to the end 
of the chromatogram). Electron impact ionization (70 eV) was used for analytes 
fragmentation. The injector, MS source and quadrupole temperatures were kept at 
270 ºC, 230 ºC and 150 ºC, respectively. The peak areas were used for 
quantification of individual analytes. 
 
A bath ultrasonic (100W, 42 kHz) from Branson (Connecticut, EEUU) was 
employed to disperse the nanoparticles. A vortex stirrer from J. P. Selecta 
(Barcelona, Spain) were also used in the extraction procedure. An external magnet 
(60x30x15 mm and 549.4 N of maximum magnetic force), purchased from 
Supermagnete (Gottmadingen, Germany) was employed for the MNPs recovery 
after the extraction procedure. 
 
2.3 Synthesis of the magnetic nanoparticles 
 
The synthesis of the MNPs was carried out following four defined steps. 
First of all, Fe3O4 was prepared by coprecipitation. Briefly, FeCl3.6H2O (24 g) and 
FeCl2.4H2O (9.8g) were dissolved in 100 mL of water under nitrogen atmosphere. 
The mixture was vigorously stirred and maintained at 80 ºC in a water bath for 30 
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min. Later on, 50 mL of ammonia (25 wt. %) were dropwise added producing a 
black precipitate of iron oxide. The magnetic nanoparticles were separated by an 
external magnet, washed with water to remove the unreacted chemicals, and finally 
dried. 
In a second step, the MNPs were covered with silica. Silica has been 
considered as one of the most ideal shell materials due to its reliable chemical 
stability and versatility in surface modification via silanol groups [37]. For this 
purpose, 1 g of MNPs were placed in a beaker containing 50 mL of ethanol and 4 
mL of water, the pH of the suspension being adjusted to 9.0 with ammonia. Later 
on, 2 mL of TEOS were added and the suspension was stirred overnight under a 
nitrogen atmosphere. Finally, the protected magnetic nanoparticles (Fe3O4@SiO2) 
were recovered with an external magnet, thoroughly washed with water and dried. 
The obtained Fe3O4@SiO2 presented a high stability in acidic media, necessary for 
the next synthetic step, which corroborates the successful silica-coating. 
 
Thirdly, methylimidazolium-chloride functionalized magnetic 
nanoparticles (Fe3O4@SiO2@MIM-Cl) were synthesized following a procedure 
described elsewhere [38] for silica microparticles. The Fe3O4@SiO2 (5 g) MNPs 
were dispersed in 1 mol L-1 hydrochloric acid solution for 24 h in order to activate 
the superficial silanol groups. The MNPs were washed with water up to neutral pH 
and dried in an oven for 8 h. Then, the activated MNPs were dispersed in 60 mL of 
dry toluene in the presence of 5 mL of 3-chloropropyltrimethoxysilane and 0.5 mL 
of triethylamine, the dispersion being refluxed during 48 h. After a washing 
procedure involving different solvents (toluene, etanol:water (1:1 v/v), water and 
methanol), the chloropropyl derivatized nanoparticles were dried at 60 ºC during 8 
h. Finally, the solid was redispersed in 60 mL of dry toluene in the presence of 5 
mL of N-methylimidazole and the dispersion was refluxed for 48 h. The obtained 
methylimidazolium-chloride functionalized material was washed (with toluene, 
methanol, water and methanol) and dried. 
 
Finally, Fe3O4@SiO2@MIM-PF6 MNPs were obtained by a simple 
metathesis reaction using KPF6 as reagent. For this purpose, 2 g of 
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Fe3O4@SiO2@MIM-Cl were dispersed in 100 mL of a 7% (w/v) aqueous solution 
of KPF6 for 48 h. in order to ensure the complete metathesis reaction. The formed 
Fe3O4@SiO2@MIM-PF6 were recovered, washed with water and dried. 
 
2.4 Magnetic solid-phase extraction procedure 
 
The extraction procedure of the target analytes from water samples with 
Fe3O4@SiO2@MIM-PF6 is as follows. First of all, 30 mg of the MNPs are added to 
100 mL of water sample and efficiently dispersed by ultrasounds (1 min) and 
vortex stirring (7 min). After the MNPs dispersion, which favors the extraction of 
the target analytes, an external magnet is used to recover the MNPs which are 
subsequently dried under a nitrogen stream. Next, the analytes are eluted from the 
MNPs with 0.5 mL of hexane under ultrasonic irradiation. Two microliters of the 
final extract is finally injected in the GC/MS system for analytes separation and 
determination. The sorbent can be reused after a soft cleaning step with hexane (50 
mL) and methanol (50 mL) for ensure the absence of any analyte. The synthesized 
material was reused during the experimental work (5-10 times) but, owing to the 
covalent bond between silica and the ionic liquid, the lifetime of the material can 
be higher. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1 Optimization of the extraction conditions 
 
Several variables may affect the magnetic solid-phase extraction process 
such as ionic strength, sample volume, amount of MNPs, agitation time and type of 
eluents. The effect of these variables on the analytes extraction has been considered 
in depth in the optimization process following a univariate approach. Only the 
sample volume-MNPs amount was considered jointly since they are directly 
related. An aqueous standard solution containing the target analytes at 25 µg L
-1
 
was used in these studies. 
 
Capítulo 5 
181 
3.1.1 Effect of the ionic strength 
 
The effect of the ionic strength was evaluated using sodium chloride as 
model electrolyte within the concentration interval 0-30% (w/v). The optimization 
of this variable was performed taking into consideration all the target analytes, but 
for simplicity Figure 1 only shows the results obtained for acenapthene and 
chrysene which can be considered representative analytes. Indeed, the behaviour 
observed for acenaphthene is quite similar to that presented by naphthalene, 
fluorene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene and pyrene while the behaviour 
observed for chrysene exemplifies that presented by benz[a]anthracene, 
benzo[b]fluoranthene, benzo[a]pyrene, indeno (1,2,3-cd)pyreno and 
dibenzo[a,h]anthracene.  
 
 
Figure 1. Effect of the ionic strength on the extraction of acenapthene and chrysene. 
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The extraction of acenapthene (and related compounds) increased with the 
NaCl concentration up to 20% due to a salting-out effect while the extraction of 
chrysene (and similar compounds) remained almost constant in this interval due to 
their marked non-polar nature. For both families of compounds, a reduction of the 
extraction was observed in higher NaCl concentration which can be ascribed to two 
different aspects. On the one hand, high ionic strength values induce an increase of 
the sample viscosity making difficult the transference of the analytes from the bulk 
sample to the MNPs. On the other hand, chloride can reverse the metathesis 
reaction making the MNPs more polar and reducing their interaction with the 
analytes. On the basis of the results, 20% (w/v) of NaCl was selected as the 
optimum value. 
 
3.1.2 Effect of the MNPs amount and sample volume. 
 
The sample volume and the sorbent amount are crucial in any extraction 
procedure. Moreover, both variables are usually connected as when higher sample 
volumes are processed, higher amounts of sorbent are required in order to 
effectively isolate the analytes. For this reason, both variables were optimized 
together considering four different sample volumes (10, 25, 50 and 100 mL) and 
three different amounts of MNPs (10, 20 and 30 mg). Higher volumes were not 
tested, due to the difficulty of carrying out the agitation necessary for the 
dispersion of MNPs in the sample. Moreover, the sorbent recovery becomes 
difficult, requiring larger times, when higher sample volumes are employed. On the 
other side, higher amount than 30 mg were not tested according to the availability 
of synthesized sorbent. As it can be seen in Figure 2, the peak area of the PAHs 
increases with the amount of MNPs and sample volume as it was expected. 
Therefore, 30 mg of MNPs and 100 mL of sample were selected for subsequent 
experiments. 
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Figure 2. Effect of the sample volume and sorbent amount on the extraction of acenapthene 
(A) and chrysene (B). 
 
3.1.3 Effect of agitation time 
 
The effect of agitation time on the overall extraction efficiency was studied 
in the interval from 1 to 12 min, the results being shown in Figure 3. The 
maximum signal for chrysene (and related compounds) was observed for 5 min 
while acenaphthene (and related compounds) required extraction times of 7 min. 
Therefore, an extraction time of 7 min was chosen as the optimum extraction time. 
 
 
Figure 3. Effect of the extraction time on the extraction of acenapthene and chrysene. 
Pe
ak
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3.1.4 Elution conditions 
 
Once the retention conditions were selected, the elution step was optimized 
considering three different solvent, namely: hexane, ethyl acetate and methanol. 
The results, which are presented in Figure 4, showed that hexane provides the best 
result in terms of peak area. This fact can be ascribed to the high solubility of the 
target analytes in this solvent. 
 
 
Figure 4. Comparison of the analytical signals obtained for three organic solvents 
(methanol, ethyl acetate and hexane) evaluated as solvents in the proposed MSPE 
procedure. 
 
 
 
 
3.2 Analytical figures of merit
 
Once optimized, the proposed procedure was analytically characterized in 
terms of linearity (
deviation), sensitivity (method detection limits) and extraction efficiency 
(enrichment factors). The results are summarized in Table 1. In this sense, a 
calibration graph for each analyte was constructed by extracting in triplicate 8 
working aqueous stand
from 0.25 to 25 ng
observed. The 
final concentration of 25
respectively. 
 
Fig. 5. (A) Chromatogram obtained from the analysis of a spiked aqueous standard at 25 ng 
mL
-1
. (B) Chromatogram obtained from the analysis of well water spiked at 5ng mL
Naphthalene, (2) Acenaphthene, (3) Fluorene, (4) Phenanthrene , (5) Anthracene, (6) 
Fluoranthene , (7) Pyrene , (8) Benz[a]anthracene , (9) Chrysene ,(10) 
Benzo[b]fluoranthene, (11)Benzo[a]pyrene , (12) Indeno (1,2,3
[a,h]anthracene.
 
regression coefficient), precision (expressed as relative standard 
ard containing all the analytes at concentrations in the range 
 mL
-1
. For all the analytes, a good linearity (R>0.990) was 
chromatograms obtained for a standard containing the analyte
 ng mL
−1 
and 5 ng mL
-1
 are presented in Fig. 5
-cd)pyreno, (13) Dibenzo 
 (C) Chromatogram obtained from the analysis of a blank sample. 
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Table 1. Figures of merit of the proposed MSPE method for the determination of 
polycyclic aromatic hydrocarbons in water 
Analyte Ra 
MDLb 
(ng mL-1) 
RSDc 
(%) EFd 
Naphthalene 
0.999 
0.994 
1.05 7.4 49 
Acenaphthene 
0.990 
0.997 
0.11 8.9 77 
Fluorene 
0.991 
0.999 
0.07 6.6 106 
Phenanthrene 
 
0.995 
0.999 
0.06 5.6 118 
Anthracene 
0.999 
0.996 
0.07 5.7 140 
Fluoranthene 0.999 0.04 5.2 158 
Pyrene 0.999 0.05 6.0 157 
Benz[a]anthracene 0.998 0.08 4.3 139 
Chrysene 0.998 0.06 4.6 148 
Benzo[b]fluoranthene 0.998 0.17 4.0 135 
Benzo[a]pyrene 0.997 0.18 4.8 122 
Indeno (1,2,3-cd) pyreno 0.997 1.11 6.3 107 
Dibenzo [a,h]anthracene 0.996 0.88 5.8 104 
a R, regression coefficient 
b MDL, method detection limit. 
c RSD, relative standard deviation (n=7). 
d EF, enrichment factor. 
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The method detection limit defined by the US EPA [39], was used to 
estimate the minimum detectable concentration for PAHs, which varied from 0.04 
µg L-1 (fluoranthene) to 1.11 µg L-1 (indeno(1, 2 , 3-cd) pyrene).  
 
The repeatability of the method (expressed as relative standard deviation) 
was evaluated at 5 µg L-1 by septuplicate resulting to be lower than 8.9% (for 
acenaphthene). The enrichment factors for all the analytes, which were calculated 
using a calibration graph obtained by direct injection of the standards as reference, 
were in the range from 49 (naphthalene) to 158 (fluoranthene) which corroborates 
the good performance of the technique. 
 
The performance of the method was evaluated through the analysis of 
different samples including tap, river, well and reservoir waters. Since no positive 
samples were found, a recovery study was performed by spiking water samples 
with the analytes at two different concentrations (2 and 5 µg L-1). The data 
obtained, which are summarized in Table 2, show recoveries values in the interval 
from 75-102% with RSD better than 11%. The obtained results indicate that there 
is a negligible matrix effect in the analysis of the samples and therefore they point 
out the suitability of the proposed method for the analysis of PAHs in 
environmental water samples.A chromatogram obtained from a blank sample is 
shown in Fig. 5C. 
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Table 2. Recovery values obtained for the analysis of water samples enriched with the 
selected PAHs following the proposed method 
 
 
R(%) ± SDa, n=3  
Analyte 
Spiked concentration 
(ng mL-1) Tap water River water Well water 
Reservoir 
water 
Naphthalene 5 102 ± 8 102 ± 8 90 ± 8 100 ± 9 
Acenaphthene 
2 101 ± 11 96 ± 10 102 ± 10 99 ± 9 
5 100 ± 9 94 ± 9 99 ± 10 99 ± 10 
Fluorene 
2 99 ± 9 96 ± 8 97 ± 7 98 ± 9 
5 95 ± 8 95 ± 8 97 ± 8 98 ± 10 
Phenanthrene 
2 96 ± 9 90 ± 9 93 ± 9 95 ± 7 
5 84 ± 10 84 ± 7 91 ± 10 83 ± 8 
Anthracene 
2 102 ± 8 92 ± 90 ± 7 90 ± 9 
5 95 ± 8 95 ± 89 ± 8 88 ± 10 
Fluoranthene 
2 96 ± 9 87 ± 9 90 ± 10 86 ± 9 
5 84 ± 7 84 ± 9 91 ± 9 86 ± 9 
Pyrene 
2 96 ± 9 94 ± 8 90 ± 11 94 ± 9 
5 89 ± 8 89 ± 8 90 ± 10 92 ± 8 
Benz[a]anthracene 
2 91 ± 6 85 ± 6 89 ± 8 91 ± 7 
5 95 ± 6 100 ± 5 83 ± 6 90 ± 6 
Chrysene 
2 85 ± 7 93± 9 85 ± 6 93 ± 7 
5 82 ± 8 85 ± 8 91 ± 8 88 ± 7 
Benzo[b]fluoranthene 
2 86 ± 6 80 ± 6 83 ± 6 91 ± 5 
5 84 ± 5 84 ± 6 85 ± 9 86 ± 6 
Benzo[a]pyrene 
2 93 ± 8 80 ± 6 78 ± 5 86 ± 7 
5 93 ± 8 83 ± 6 83 ± 6 86 ± 8 
Indeno (1,2,3-
cd)pyrene 5 83 ± 7 75 ± 7 80 ± 8 78 ± 8 
Dibenzo 
[a,h]anthracene 5 85 ± 7 83 ± 8 80 ± 8 80 ± 8 
a SD, standard deviation. 
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5. Conclusions 
 
In this research work, ionic liquid is covalently immobilized on the surface 
of magnetic nanoparticles and practically used for the magnetic solid phase 
extraction of PAHs from water samples. The covalent immobilization provides the 
ionic liquid coating with a high stability avoiding it loses in the extraction and 
elution process. This aspect is especially interesting since it allows the reuse of the 
sorbent after a soft cleaning process. 
 
Ionic liquid coated MNPs have shown a high affinity towards the target 
analytes and they provide high enrichment factors in the range 49 (naphthalene) to 
158 (fluoranthene) allowing the determination of the target analytes at low 
concentration. The enrichment factors are especially high taking into consideration 
that the potential enrichment factor, obtained as the ratio between the sample (100 
ml) and eluent volumes (0.5 mL), is 200. Moreover, the developed methodology 
allows the determination of PAHs with excellent recovery values (in the interval 
from 75 to 102 %) in different water samples. 
 
The present method has also been compared with other analytical 
methodologies proposed for the extraction of PAHs from water samples using 
MNPs [40–43]. The most relevant results are shown in Table 3. As it can be 
observed, MSPE is the most widely extraction method when MNPs are used. Our 
proposal provides detectection limits below to 0.1 mg mL-1 for the majority of the 
target analytes (9 of 13), which is comparable with other existing methods. 
However, SPME provides lower detection limits for the target analytes. Moreover, 
the precision (in terms of RSD) and the recoveries are comparables with other 
methodologies. 
 
In summary, ionic liquid coated magnetic nanoparticles can be considered 
as a promising alternative for the extraction of PAHs from water samples. 
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Table 3. Comparison of the proposed method with already existing method based on 
magnetic nanoparticles. 
Sorbent 
Extraction 
method 
Instrumental 
technique 
Sample 
volume 
(mL) 
RSD 
(%) 
LOD 
(µg L-1) 
Recovery 
(%) 
Reference 
C–Fe3O4/C 
MNPa SPME HPLC-FD 25 
6.9-
13.6 
0.0007-
0.05 
80.2-
116.1 40 
Fe3O4@Ag@b-
TMPDTPAb MSPE HPLC-UV 100  
2.6-
8.3 
0.02-
0.1 82.4-109 41 
Fe3O4@C18c MSPE GC/MS 20 2-10 0.8-36 35-99 42 
Fe3O4/graphened MSPE HPLC-UV 50 1.7-11.7 
0.09-
0.19 77-103 43 
Fe3O4/IL MSPE GC/MS 100 4-8.9 
0.04-
1.11 75-102 
Proposed 
method 
a Ceramic/carbon coated Fe3O4 magnetic nanoparticle nanocomposite 
b Bis-(2,4,4-trimethylpentyl)-dithiophosphinic acid on Fe3O4@Ag core@shell nanoparticles 
c Fe3O4/silice covered by C18 
d Fe3O4/graphene oxide nanocomposite 
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Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a family of organic pollutants that 
present carcinogenic and mutagenic nature as established by international 
organizations. Their widespread presence and their variable distribution in different 
compartments (water, soils/sediments, and air) causes them to be a serious problem 
with environmental and health connotations. Therefore, their determination in 
environmental samples is crucial in order to control the human exposure to them. 
In this context, the sample treatment is a key step in these strategies since it allows 
the efficient isolation and preconcentration of the analytes before their instrumental 
determination. Within the available techniques, the miniaturized procedures have 
gained importance in the past years because of their exceptional capabilities and 
their reduced impact on the environment since they dramatically minimize the 
volume of reagents and the generated wastes. This article presents in depth this 
environmental problem, introducing as well the main tools that an analytical 
chemist has to face. 
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1. Introduction 
 
PAHs are ubiquitous pollutants produced as a consequence of a non 
efficient combustion of biomass such as wood or fossil fuels. Although PAHs can 
be produced naturally, a large variety of anthropogenic activities (combustion of 
fuels or industrial activities) are considered to be their main sources [1]. The 
production of PAHs, especially the amount and type, depends critically on the type 
of biomass, the temperature, and the oxygen concentration [2]. 
 
The acronym PAHs involves a great variety of compounds that share 
various general characteristics. They are organic compounds that present two or 
more aromatic rings on their structure. Their molecules are flat, cyclical, 
unsaturated, and high stable with boiling points higher than 100 °C. Moreover, 
PAHs have a relatively low aqueous solubility but are highly soluble in organic 
solvents. Apart from these general characteristics, each PAH presents its own 
behavior and peculiar properties, which are summarized in Table 1 [3,4]. 
 
PAHs are persistent substances in the environment because of their 
inherent characteristics such as their high hydrophobicity and adsorption tendency 
in organic matter of soil [5]. Indeed, they can be found in any environmental 
compartment, although their distribution and concentration is not homogeneous. 
For example, the concentration of PAHs in environmental waters (sea, river) is 
limited to the low microgram per liter and nanogram per liter range because of 
their low aqueous solubility [6]. Moreover, they are not presented in gas phase 
because of their low vapor pressures [1], although they can be detectable in the 
particulate matter present in aqueous and atmospheric samples [6,7]. 
 
PAHs are risky substances since they (and their transformation products) 
present acute toxic, mutagenic, or carcinogenic properties [8]. In fact, PAHs have 
been considered as priority pollutants by different organizations such as the 
American Environmental Protection Agency (US-EPA) [4]. 
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Taking into account their widespread distribution in the environment and 
the risk associated to these substances, the determination of PAHs in 
environmental samples is a crucial issue. Owing to the complexity of these 
samples, mainly related to sensitivity (low concentration of the analytes) and 
selectivity (high concentration of potential interferents), the analytical 
methodologies developed should include a previous isolation and preconcentration 
of the PAHs before their instrumental determination. 
 
2. Sources of polycyclic aromatic hydrocarbons 
 
PAHs are produced by incomplete combustion of organic matter. In poor 
oxygenated conditions, the free radicals generated tend to react with small 
molecules (such as acetylene) to produce aromatic systems (Fig. 1). The reaction 
can be developed in a continuous way producing polyaromatic substances [2,9]. It 
depends on three critical factors, namely, the original fuel, the oxygen 
concentration, and the temperature. Concerning the fuel, the formation of 
polyaromatic compounds is favored when the fuel is rich in aromatic hydrocarbons 
while it is less pronounced in olefin-rich materials [7]. On the other hand, oxygen 
acts as an interferent on the PAHs generation since it reacts preferentially with the 
free radicals [2]. Finally, the production temperature decides the type of PAHs. In 
this sense, alkyl-substituted aromatic compounds are obtained at low temperatures 
while higher temperatures produce polyaromatic compounds [2]. 
 
The sources of PAHs can be natural or anthropogenic. The first source, 
which involves forest fires and volcanic eruptions, is negligible when compared to 
the latter [1]. The intensive human activity, not only in the industrial but also in the 
domestic sphere, involves the massive generation of PAHs usually due to the 
combustion of fossil fuels [10–12]. Moreover, this contribution is continuously 
increasing in the past years, generating a real and complicated environmental 
problem. 
 
 
Bloque III 
202 
 
Fig. 1. Pathway proposed for the formation of PAHs and soot from radicals and small 
molecules (Figure based on Ref.9.). 
 
The original source has a clear influence on the PAHs generated. In this 
sense, natural sources produce lighter aromatic hydrocarbons.The wood burning 
produces large amounts of naphthalene, fluorene, phenanthrene, fluoranthene, and 
pyrene. On the other side, coke combustion produces a greater proportion of 
phenanthrene, benzo[b or k]fluoranthene [7]. The distribution of the PAHs 
generated depending on their source is summarized in Table 2. 
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Table 2. Distribution of the PAHs generated depending on their sourcea. 
Number of 
rings Wood combustion 
Coke 
oven 
Petrol 
engines 
Diesel 
engines 
2 11 89.8 55.6 8.7 
3 69.2 8.9 18.1 56.2 
4 6.6 0.97 12.6 10.8 
5 13.2 0.22 13.4 18.7 
6 bdl 0.01 0.05 5.2 
7 bdl bdl 0.08 0.2 
Bdl, below detection limits. 
aTable modified from Ref. 7. 
 
3. Distribution of the polycyclic aromatic hydrocarbons in the 
environmental compartments 
 
As it was previously pointed out, PAHs can be found in all the 
environmental compartments (air, water, and soil or sediments). Their distribution 
within these compartments clearly depends on their chemical properties and the 
original contamination source [6,7]. Originally, the combustion processes (diesel 
exhaust, open fires, natural sources, etc.) may release PAHs to the air. In this 
compartment, PAHs are mainly associated to particles because of their low 
volatility and also high adsorption tendency [2,9]. The deposition of these particles 
as well as petroleum spills, oil seepage, or other industrial activities may result in a 
water and soil contamination. The presence of PAHs in water is reduced, as has 
been previously described. 
 
The persistence of PAHs in the environment is the result of a complex 
balance between deposition and removing mechanisms. In fact, PAHs are 
subjected to different physical, chemical, and biochemical degradation processes 
such as volatilization, photochemical oxidation, chemical oxidation, and 
biodegradation [13,14]. As it is obvious from their chemical nature, volatilization 
is lesser in importance since it is limited to the most volatile PAHs such as 
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naphthalene or acenaphthene [6]. The other processes influence not only the PAHs 
degradation but also their transformation in different substances. A closer view of 
these processes would explain the complexity of this environmental problem. 
 
PAHs may suffer photochemical oxidation as a consequence of the 
absorption of solar radiation in the presence of oxygen. This absorption induces an 
excitation of the electronic, vibration, and rotation modes of energy, which may 
produce fragmentation of PAHs in simple molecules [15,16]. Photochemical 
oxidation may occur in soil and water, where it depends on two main factors, 
namely, humic acids content and ionic strength. On the one hand, the presence of 
humic acids does not favor the oxidation of PAHs because of a competitive process 
since the organic matter tends to be preferentially oxidized. On the other hand, the 
ionic strength is a favorable factor in the photochemical oxidation [15,16]. PAHs 
are susceptible to suffer a chemical oxidation because of their spontaneous reaction 
with oxidant pollutants such as ozone, nitrogen oxides (NOx ), sulphur oxides, or 
hydroxyl radicals. This oxidation process may not only produce simple molecules 
but also lead to the generation of new PAH derivates, of which some of them are 
more dangerous than the parental substances [6]. 
 
Apart from these oxidative processes, biodegradation is the main route for 
the natural removal of PAHs from the environmental compartments [13]. The 
microbial degradation of PAHs, which is a consequence of the metabolism of 
bacteria, fungus, and/or algae through intra/extracellular enzymemechanisms, 
transforms PAHs into less complex molecules, which usually have a lower 
environmental impact. The target pollutants are transformed because they are used 
as a carbon source for the metabolism or even they can be transformed by 
secondary cellular reactions. The complete biodegradation leads to the generation 
of simple molecules such as water, carbon dioxide, or methane depending on the 
cellular respiration conditions [13]. In this sense, the first two substances are 
produced in aerobic conditions, whereas methane is generated in anaerobic 
metabolism. The main pathways for PAHs degradation are shown in Fig. 2. In 
general, biodegradation depends on several factors: the environmental conditions 
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(pH, temperature, oxygen), the inherent nature of the target PAHs and the 
microorganisms (type and number) being the most remarkable [13,14]. 
 
Fig. 2. Proposed pathway for the biodegradation of PAHs (Reproduced with permission of 
Elservier from Ref. 13.). 
 
4. Toxicological connotations of polycyclic aromatic hydrocarbons 
 
Several scientific studies have demonstrated the potential carcinogenic and 
mutagenic characters of PAHs [17–19]. The first report about the carcinogenic 
nature of PAHs dates from the eighteenth century when Sir Percival Poot found the 
connection between scrotal cancer and the exposure to soot in chimney sweeps. In 
the following centuries, this relation became clearer, and in 1916 the carcinogenic 
activity of PAHs was scientifically demonstrated by applying coal tar to lab 
Bloque III 
206 
rabbits, which developed tumors as a consequence. In this case, as it was later 
described, the benzo[a]pyrene present in the coal tar was responsible for this 
negative effect. Moreover, some hydroxyl PAHs can act as endocrine disruptors 
because of their structural similarity to some hormones [20,21]. 
 
Owing to its ubiquity and persistence in the environment, the exposure to 
PAHs, by inhalation or intake, can be considered as a problem to health [22–24]. 
This contact can be developed either in the work environment or by intake of 
contaminated food. In this sense, the high incidence of cancer (lung, laryngeal, 
kidney, and bladder cancer) in specific professions has been ascribed to the high 
exposure to these pollutants [25]. This is clear in coal, steel, coke, and aluminum 
industries, but it should also be considered for professions that involve high contact 
with fuel exhausts [25]. Moreover, dietary intake [26,27] is another exposure route 
because of their easy introduction in the food chain. Once inside animal or human 
organisms, they can be easily bioaccumulated in fatty tissues [28,29]. This 
biaccumulation depends on twomain factors, namely, the rate of exposure and the 
metabolic capacity of a given organism to transform them in less risky compounds 
[28,30]. 
 
4.1. Variable carcinogenic effect of polycyclic aromatic hydrocarbons 
 
The carcinogenic activity of PAHs is not homogeneous and depends on the 
specific chemical structure of each compound [31]. Basically, the carcinogenic 
effect is more marked in those PAHs that contain four or more condensed aromatic 
rings. Moreover, the disposition of these rings plays a key role as described in Fig. 
3. According to their chemical formula, PAHs may present a bay or a fjord region 
in their structure. A bay region (Fig. 3) is defined as a void bordered by three 
benzene rings, while a fjord region is defined as a void bordered by four benzene 
rings. All the PAHs that present a bay or a fjord can develop carcinogenic effects 
[8]. These two general requirements (four aromatic rings with a bay or fjord 
region) explain the extremely different behavior of isomers such as benzo[a]pyrene 
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(tumorigenic) and benzo[e]pyrene (nontumorigenic) or chrysene (tumorigenic) and 
pyrene (nontumorigenic) [32]. 
 
 
Fig. 3. General structure of PAHs showing the Fjord and bay zones. 
 
4.2. Toxicological mechanism of polycyclic aromatic hydrocarbons 
 
The carcinogenic mechanism of PAHs is due to two different metabolism 
routes, which may involve a direct damage of DNA or the transcription mechanism 
[8]. In the first route, the PAHs are previously converted into diol epoxides by the 
action of cytochrome P450 enzymes and epoxide hydrolase. The formed diol 
epoxides can bind covalently to DNA, forming adducts with guanine and adenine, 
following a similar process to that schematically presented in Fig. 4 for 
benzo[a]pyrene. If they are not removed from the DNA, these adducts interfere the 
normal replication and transcription process, leading to the formation of a tumor or 
a mutation [33,34]. 
 
The second carcinogenic route is based on the affinity of PAHs toward the 
aryl hydrocarbon receptor (AhR), a cytosolic transcription factor. This transcription 
factor is usually inactive, but it can be activated by some chemicals such as PAHs. 
Once activated, the complex is transferred to the nucleus binding with aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT), altering or inducing the 
transcription of genes such as cytochrome P450 1A1, P450 1A2, and P450 1B1 
[8,19]. In fact, this second route is directly connected to the first one since the 
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cytochrome P450 enzymes participate in the transformation of PAHs in diol 
epoxides. 
 
 
 
Fig. 4. Activation route of PAHs to diol epoxide derivatives ans subsequent formation of 
adducts with DNA (Adapted from Ref.8.). 
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5. Legislation about the presence of polycyclic aromatic hydrocarbons 
in samples of environmental concern 
 
PAHs have been considered as important pollutants because of their 
widespread presence and their toxicological connotation. At present, this role is 
recognized by international organizations such as the US-EPA or the European 
Union (EU), which have included them in regulatory lists [4,35]. 
 
The legislation efforts on the PAHs control started in 1971 when the World 
Health Organization (WHO) pointed out the dangerousness of these hydrocarbons 
and the necessity for their monitoring. In the next year, the Clear Water Act 
introduced the term ‘priority pollutants’, including 16 PAHs in this classification. 
These 16 compounds were selected according to their health effects and their 
incidence in the environment. Seven of them were also classified as hazardous to 
health [36–38]. In 1973, the International Agency of Cancer (IARC) began relevant 
studies concerning the carcinogenic activity of the PAHs, classifying them into 
different subgroups. In 2002, the European Scientific Committee on Food (SCF) 
identified 15 PAHs, which exhibited genotoxic and carcinogenic properties. 
Twelve of them were classified as human carcinogens by IARC and 8 of them 
agree with the 16 priority PAHs selected by the USEPA [39,40]. Benzo[c]fluorene 
was included in 2005 after the joint FAO/WHO Expert Group on Food Additives 
(JECFA), where it was suggested to be monitored [39,40]. This information is 
summarized in Table 3, including the toxicity equivalency factor (TEF), which 
measures the toxicity of PAHs [4,32,36,41]. This parameter uses the 
benzo[a]pyrene (B[a]P) as indicator since it was the first of the PAHs known to be 
carcinogenic. 
 
5.1. Legal Concentration Limits 
 
Although the presence of PAHs in the environment is a serious problem, a 
uniform legislation about the cutoff concentration does not exist. Moreover, these 
legal limits may vary extremely between countries. In this sense, the European  
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Table 3. Classification of PAHs according to different criteriaa. 
  Priority lists  Toxicological classifications 
Compound  EPAb EUc  EPAd IARCe  TEFf 
Acenaphthene  X -  - 3 0.001 
Acenaphthylene  X -  - - 0.001 
Anthracene  X -  D 3 0.01 
Fluoranthene  X -  D 3 0.001 
Fluorene  X -  D 3 0.001 
Naphthalene  X -  - 2B 0.001 
Phenanthrene  X -  D 3 0.001 
Pyrene  X -  D 3 0.001 
Benzo[a]anthracene  X X  B2 2B 0.1 
Benzo[b]fluoranthene  X X  B2 2B 0.1 
Indeno[1,2,3-cd]pyrene  X X  B2 2B 0.1 
Benzo[k]fluoranthene  X X  B2 2B 0.1 
Benzo[ghi]perylene  X X  D 3 0.01 
Benzo[a]pyrene  X X  B2 1 1 
Chrysene  X X  B2 2B 0.01 
Dibenzo[a,h]anthracene  X X  B2 2A 5 
Cyclopenta[cd]pyrene  - X  - 2A - 
Dibenz[a,e]pyrene  - X  - 3 - 
Dibenz[a,h]pyrene  - X  - 2B 10 
Dibenz[a,i]pyrene  - X  - 2B 10 
Dibenz[a,l]pyrene  - X  - 2A  10 
benzo[j]fluoranthene  - X  - 2B - 
5-Methylchrysene  - X  - 2B - 
Benzo[c]fluorene  - X  - 3 - 
aTable data obtained from Refs. 4, 32, 36, 41, 42. 
bInclusion in the priority list of US-EPA: (X) included; (-) not included. 
cInclusion in the priority list of EU: (X) included; (-) not included. 
dEPA toxicological classification: D, not classifiable as to human carcinogenicity; B2 
probable carcinogenic to human. 
eIARC toxicological classification. 1, carcinogenic to humans; 2A, probably carcinogenic 
to humans; 2B, possibly carcinogenic to humans; 3, not classifiable; 4, Probably not 
carcinogenic to humans. 
fTEF, Toxicity Equivalency Factor. Carcinogenic activity compared to Benzo[a]pyrene. 
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Council directive 98/83/EC established the legal limit for benzo[a]pyrene in 
drinking water at 0.01 μg L−1, while the US-EPA and WHO recommend maximum 
concentrations of 0.2 μg L−1 and 0.7 μg L−1, respectively [43–45]. As an additional 
query, the EU sets the maximum acceptable level for the sum of four PAHs 
(benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[ghi]perylene, and 
indeno[1,2,3-cd]pyrene) at 0.1 μg L−1 [43]. 
 
In a similar way, EU and WHO established a cutoff value of 1 ng m−3 for 
the total content of benzo[a]pyrene in the PM10 particulate fraction of air; while US 
Occupational Safety and Health Administration (OSHA) has set a limit of 0.2 mg 
m−3 of PAHs averaged over an 8-h exposure period [4,7,46]. 
 
6. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in environmental 
samples: the importance of the sample treatment 
 
The determination of PAHs in environmental samples is a complex 
analytical problem taking into account the above-mentioned facts: (i) the low 
concentration of the target analytes in the samples; (ii) the variable distribution of 
the pollutants in different environmental compartments (water, air, and 
soil/sediments); and (iii) the heterogeneity of the samples, which also includes high 
amounts of potential interferents. Although the instrumental techniques for this 
determination are well established, including mainly gas chromatography (GC) 
(with mass spectrometric, electron capture, or flame ionization detection) and 
liquid chromatography (with fluorescence detection), the sample treatment is still 
the bottleneck in the developed methodologies. These treatments, which clearly 
depend on the sample of study, are focused on two general objectives: the isolation 
and preconcentration of the target analytes in order to improve the selectivity and 
sensitivity of the determinations, respectively. 
 
Sample treatments have evolved dramatically in the last decades following 
three general trends, namely, simplification, miniaturization, and automation. In 
general, the ideal sample treatment technique should be (i) simple, reducing the 
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number of steps; (ii) automatic, reducing operator manipulation; (iii) suitable for 
miniaturization, reducing sample and solvent consumption; (iv) rapid to allow a 
high sample throughput in order to resolve problems in real time; (v) inexpensive; 
and (vi) safe to the operators and environment. The evolution in the sample 
treatment context has allowed the development of microextraction techniques, 
which are tools of reference in the actual analytical laboratory [47]. 
 
In the following sections, the main sample treatments employed for the 
extraction of PAHs from an environmental sample will be presented, commenting 
on their general characteristics and introducing selected applications. For clarity, 
they will be divided according to nature of the sample. 
 
7. Microextraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from 
environmental waters 
 
Owing to the low concentration of PAHs in environmental waters, the 
extraction methodologies are mainly focused on sensitivity enhancement. These 
procedures include the preconcentration of the target analytes before their 
instrumental determination. The (micro)extraction employed for the analysis of 
environmental waters can be classified according to the nature (solid or liquid) of 
the extractant phase. 
 
7.1. Solid-phase (micro)extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons 
from environmental waters 
 
Solid-phase extraction (SPE) has been extensively used in the 
isolation/preconcentration of PAHs from environmental waters. This classical 
technique is based on the reversible retention of the target analytes in a solid 
sorbent usually packed in a plastic cartridge. The main objectives of the SPE are 
the improvement of sensitivity (through a preconcentration of the analytes) and 
selectivity (through the removal of the potential interferences) of the analytical 
methodologies. In addition, SPE allows the required solvent changeover when 
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aqueous samples are analyzed by GC. The application of SPE has permitted the 
determination of PAHs in waters in the low microgram per liter level [48–51], 
using in most cases octadecyl-silica solids as extraction phase [48–50]. 
 
The acquisition and storage of a representative sample may be problematic 
when the analytes are found at low concentrations, as it is in the case of PAHs. In 
this case, the extraction procedure should manage a large volume of sample in 
order to obtain an acceptable preconcentration factor [52]. The sample acquired is 
voluminous and therefore its storage and transportation is not an easy process 
[53,54]. Moreover, the sampling and storage steps play a key role when the target 
analytes are not stable (because of precipitation, adsorption on the containers, or 
degradation reactions) since the sample may vary from sampling to analysis. SPE, 
working under an on-site approach, has been proposed for the resolution of these 
shortcomings. In this case, the sample are extracted on-site and the analytes are 
stored, adsorbed on the appropriate sorbent, until the instrumental analysis. This 
approach has been used for the on-site extraction and stabilization of PAHs from 
water samples [53,54]. 
 
SPE approaches are surface dependent since the extraction kinetics 
depends on the contact surface between the sample and the extraction phase. 
Dispersive procedures, based on the efficient distribution of the sorbent in the 
sample, can accelerate the kinetics, improving the sensitivity of the determinations 
as well. The direct coupling between dispersive SPE and GC through a thermal 
desorption unit has been recently proposed for the determination of PAHs in water 
samples [55]. 
 
SPE is still a reference extraction technique in routine laboratories. 
Nowadays, the research efforts are focused on two parallel lines: (i) the 
development of new stationary phases, such as carbon-based nanomaterials or 
titanate nanotubes and (ii) the efficient miniaturization and automation of the 
technique. The miniaturization of SPE provides higher preconcentration factors 
requiring less sample volume and consuming fewer reagents. The following section 
Bloque III 
214 
is devoted to these microextraction techniques, which are powerful tools in the 
extraction of PAHs from water samples. 
 
7.1.1. Solid-phase microextraction 
 
Solid-phase microextraction (SPME) was introduced in 1990 by Arthur 
and Pawliszyn as a simple, time efficient, and solvent-free technique, which allows 
the integration of sampling, isolation, and enrichment in one step [56]. The 
extraction is based on the exposure of a small amount of sorptive material, 
immobilized in a fiber support, to the sample (direct immersion mode) or its 
headspace (headspace mode). The target analytes are transferred from the donor 
sample to the sorptivematerial allowing their isolation. Finally, the analytes are 
thermal desorbed or chemical eluted before their instrumental determination. 
 
The combination of SPME withGC has been proposed for the 
determination of PAHs in water according to the US-EPA and EU priorities lists, 
using both the immersion and headspace modes [57]. The versatility of the 
technique, as well as the great sensitivity and selectivity that it provides, allows its 
application to different samples such as drinking water, wastewater, or seawater 
[58–60]. In the extraction procedure, the fiber coating plays a key role since it 
defines the extraction capability. The most used materials include polydimethyl 
siloxane (PDMS), polydimethyl siloxane divinylbenzene (PDMS-DVB), or 
polyacrylate (PA) [61]. However, the development of new coatings is in a 
continuous evolution providing new materials such as ionic liquids, which offer 
better performance [62]. Table 4 summarizes the main figures of merit of selected 
applications of SPME on the determination of PAHs in water. 
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7.1.2. Capillary microextraction Techniques 
 
In classical in-fiber SPME, the contact between the sample and the 
acceptor phase is limited requiring long extraction times and an intensive stirring 
of the sample in order to achieve a good diffusion of the analytes. Capillary 
microextraction, also known as in-tube SPME, enhances this contact, since, in this 
technique, the sample flows through the sorptive phase in a continuous way. 
Moreover, it presents several additional advantages such as its potential automation 
and coupling with analytical instruments [76]. 
 
In the simplest in-tube SPME approach, an open tubular fused silica 
capillary column (similar to those used as chromatographic columns in GC) is 
employed as the extraction unit. In this case, the sorptive phase coats the inner 
surface of the capillary, which makes the flow of the sample through the system 
easier [77]. Bagheri and Salemi [63] used this approach for the extraction of PAHs 
from water samples using HPLC/FD (high-performance liquid chromatography 
with fluorescence detection), direct coupled by means of a dedicated interface, as 
the instrumental technique. In this case, 6–7 cm of a commercial CP-Sil 5 GC 
column, containing a 100% of PDMS, was employed for the extraction of 100 μL 
of sample providing limits of detection in the range of nanogram per liter. 
 
The coating of commercial GC columns presents some drawbacks as 
microextraction phases. On the one hand, the film coating is too thick, limiting 
their extraction capabilities. On the other hand, it is not stable toward common 
organic solvents, which is a serious shortcoming when a chemical elution is 
required. Moreover, the sorption capabilities can be dramatically reduced when 
thermal desorption cycles at high temperatures are performed because of the small 
length of the capillaries and the bleeding of the stationary phase of the GC 
columns. The sol–gel coating process overcomes these limitations providing 
thicker coatings (<1 μm) covalently bonded to the inner walls of a silica capillary. 
Sol–gel coated capillaries have been employed for the extraction of PAHs using 
HPLC for their subsequent analysis [64,65]. 
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Open tubular approaches present limited extraction capabilities since the 
amount of sorptive material, located only in the inner walls of the capillaries, is 
very small. The use of packed columns formed by monolithic material overcomes 
this shortcoming since the sample flows through the pores of the monolith 
improving the contact sample-sorptive material. This approach has also been 
proposed for the extraction of PAHs from environmental samples [66]. In this case, 
10mL of sample is extracted with a methacrylate-based monolith providing limits 
of detection in the low nanogram per liter range by GC/MS (gas 
chromatography/mass spectrometry). Selected applications of in-tube SPME in the 
analysis of PAHs in waters are summarized in Table 4. 
 
7.1.3. Stir bar sorptive extraction 
 
Stir bar sorptive extraction (SBSE) was proposed for the first time by 
Sandra’s  research group in 1999. It was based on the integration of the stationary 
phase and the stirring element in the same device, which increased the kinetics of 
the extraction due to the reduction of the Nernst layer thickness. The diffusion of 
the analytes, from the sample to the sorptive unit, is therefore enhanced providing 
higher efficiencies and better sensitivities [78]. 
 
In the usual approach, a conventional stir bar is coated with a low volume, 
ranging from 50 to 300 μL, of an appropriate absorbent. This coated bar is 
immersed in the sample for an appropriate time for analytes extraction. After the 
extraction, the stir bar is recovered and the analytes are thermally or chemically 
desorbed for their analysis. SBSE has been proposed for the determination of 
PAHs in waters using GC/MS, HPLC/FD, or HPLC/UV as instrumental techniques 
[67–71]. The figures of merit of some selected applications are presented in Table 
4. As can be seen, in most of the cases PDMS is selected as sorptive phase, 
although some research efforts are focused on the development of new and more 
versatile coatings such as the combination of PDMS with β-cyclodextrin and 
divynilbenzene. Moreover, the developed methodologies allow the determination 
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of PAHs in the nanogram per liter range even when UV is used as a detection 
technique. 
 
In recent years, new extraction methods based on the integration of the 
sorbent material and the stirring unit, have been developed. Some of them have 
been applied to the determination of PAHs in water. Yu and Hu [71] proposed the 
modification of the extraction unit from a bar to a planar shape defining the so-
called stir plate sorptive extraction (SPSE). In this sense, Alcudia-León et al. [72] 
have developed the stir membrane extraction (SME), which uses a PTFE 
(polytetrafluoroethylene) membrane as extraction material. The membrane is 
located in a dedicated device, which allows its magnetic stirring. The high surface-
to-volume ratio of the sorbent material permits the determination of the analytes in 
the low nanogram per liter range. 
 
7.1.4. Other solid-phase (micro)extraction approaches 
 
The development of new (micro)extraction techniques and the 
improvement of the existing ones is an intensive research topic. Microextraction in 
packed syringe (MEPS) is a novel SPE technique developed by Abdel-Rehim et al. 
in 2006 [73]. MEPS consists of the inclusion of a barrel containing 1mg of a 
conventional SPE solid in the body of a microsyringe, making possible the 
extraction, elution, and injection with the same device. Thanks to these 
characteristics, MEPS can be easily automated and also integrated into commercial 
analytical instruments. MEPS works following the classical steps of SPE, namely, 
conditioning, equilibration, sample loading, and elution in a continuous manner. 
MEPS has been successfully used for the extraction of PAHs from water [74]. In a 
similar way, needle trap microextraction, based on the immobilization of an SPE 
sorbent in the needle of the injection syringe, has been also used for the resolution 
of this analytical problem [75]. Selected applications of both techniques are 
summarized in Table 4. 
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7.2. Liquid-phase (micro)extraction 
 
Liquid–liquid extraction (LLE) is a classical sample treatment technique 
based on the distribution of the target analytes between two immiscible phases: the 
donor and the acceptor ones. In the usual approach, the aqueous donor phase (the 
sample) and the organic acceptor phase are agitated to establish a close contact 
between them, which favors the transference of the analytes. After extraction, the 
phases are separated, thanks to their different densities, and the acceptor phase is 
finally treated (submitted to cleanup or preconcentration steps) before its analysis. 
Although some of the analytical figures of merit of LLE are exceptional (e.g. 
almost exhaustive recoveries), it presents some limitations. On the one hand, the 
process is tedious, labor intensive, and time-consuming. On the other hand, it 
requires a high participation of the operator, which has a negative influence on the 
precision of the results. Moreover, the obtained preconcentration factors are low, 
requiring additional evaporation of the extracts. Besides, it involves the 
consumption of large amounts of organic solvent, and therefore the generation of 
large volumes of waste. 
 
The miniaturization of LLE leads to liquid-phase microextraction (LPME) 
techniques, which minimize and even avoid some of these limitations. In these 
cases, the volume of the extraction phase is reduced to themicroliter range, 
minimizing the consumption of reagents with the inherent economical and 
environmental advantages. LPME are highly efficient preconcentration techniques 
because of the high volume ratio between the sample and extractant. Moreover, 
LPME techniques are suitable to automation and even integration with 
instrumental techniques [79]. 
 
The acronym LPME involves a great variety of different techniques that 
have their own characteristics and advantages. In the next section, the most 
representative techniques that have been used for the extraction of PAHs from 
water samples are presented and discussed. 
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7.2.1. Single-drop microextraction 
 
Single-drop microextraction (SDME) was first proposed by Jeannot and 
Cantwell in 1996 as a simple approach that uses a small drop of organic solvent as 
acceptor phase. However, the consolidation of the technique was possible, thanks 
to the experimental works of Jeannot and Cantwell and He and Lee who almost 
simultaneously proposed the use of a conventional liquid microsyringe as 
extraction unit in SDME. This innovation simplified the extraction process 
allowing also the transference and direct injection of the extracts in an analytical 
instrument [80,81]. 
 
In the usual SDME procedure, a microsyringe is filled with a small volume 
(ranging from 1 to 5 μL) of an organic solvent. Later on, the plunger is moved in 
order to create a small solvent drop in the tip of the syringe, which is exposed to 
the sample (direct immersion mode) or its headspace (headspace mode) during a 
given extraction time. Finally, the microdrop is retracted and transferred to the 
injection port of the analytical instrumentation for its analysis. 
 
Wu et al. have proposed a headspace SDME for the isolation of PAHs 
from water using an aqueous solution of saturated β-cyclodextrin as extractant. The 
extracted analytes were analyzed by HPLC/FD allowing their determination in the 
microgram per liter range [82]. In a similar way, Yao et al. [83] proposed the use of 
ionic liquids based on tris(pentafluoroethyl)trifluorophosphate as acceptor phase in 
direct immersion SDME for the extraction of PAHs from water. 
 
7.2.2. Hollow fiber-protected liquid-phase microextraction 
 
Despite its usefulness, SDME is limited because of the instability of the 
organic drop in the syringe tip, which may produce the drop detachment. This 
instability also limits the volume of the drop, restricting the extraction capability. 
Hollow fiber-protected liquid-phase microextraction (HF/LPME) overcomes this 
limitation since it confines the extractant phase in the inner volume of a tubular 
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polymeric membrane of minimal dimensions. According to the number of phases 
used, HF/LPME may operate in the two-phase or three-phase modes. In the first 
modality, the extractant, usually organic, is located in the pores and the lumen of 
the hollow fiber. In the three-phase mode, two different solvents are employed (one 
in the pores and the other in the lumen of the hollow fiber) for the extraction. 
 
Basheer et al. [84] employed a two-phase HF/LPME methodology for the 
extraction of PAHs from rain water samples. The hollow fiber, containing toluene 
as extractant phase, was immersed in a 5 mL of sample for 35 min under a 
continuous stirring. After the extraction, a few microliters of the extract were 
analyzed by GC/MS providing limits of detection in the low nanogram per liter 
range. Following a very similar approach, Charalabaki et al. [85] have achieved the 
determination of PAHs in wastewater treatment plant effluents. 
 
HF/LPME working under a static three-phase mode has been also proposed 
for the extraction of PAHs. In this case, Basheer et al. used an ionic liquid as 
supported liquid membrane solvent, being immobilized in the pores of the hollow 
fiber that is filled with toluene. The ionic liquid is immiscible with water and 
toluene in order to act as barrier between the sample and the final extractant. Using 
this approach, PAHs were determined in rainwater in the nanogram per liter range 
[86]. The three-phase HF/LPME can be also performed in a dynamic manner, 
repeatedly moving the acceptor phase in the lumen of the fiber. This approach was 
developed by Esrafili et al. using acetonitrile and n-dodecane as acceptor and 
supported liquid membrane solvents, respectively. In this application, the 
determination of PAHs in waters and soils was performed by GC/FID (gas 
chromatography–flame ionization detector) [87]. 
 
The main applications and their figures of merit are summarized in Table 5. 
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7.2.3. Dispersive liquid–liquid microextraction 
 
As solid-phase (micro)extraction techniques, LPME is a surface-dependent 
process because the kinetic of the analyte transference from the sample to the 
acceptor phase is controlled by the contact surface between the involved phases. In 
SDME and HF/LPME, the area-to-volume ratio of the extractant phase is not high 
enough and large extraction times (up to 40min) are required to obtain acceptable 
analyte recoveries. Dispersive liquid–liquid microextraction (DLLME), proposed 
by Rezaee et al. in 2006 [88], overcomes this limitation dramatically increasing the 
transference surface by the efficient dispersion of the extractant in the sample. In 
the classical approach, the dispersion is chemically assisted using a disperser 
solvent, which should be miscible with the sample (of aqueous nature) and the 
extractant (a highdensity halogenated solvent). A well-defined mixture of disperser 
and extractant solvent is rapidly injected into the sample by means of a 
microsyringe, a cloudy solution being immediately formed as a consequence of the 
dispersion of microdroplets of the extractant solvent inside the sample. After a 
short period of interaction, the mixture is centrifuged and the organic solvent is 
recovered from the lower part of the tube for its subsequent instrumental analysis. 
The original work of Rezaee et al. [88] proposed the DLLME technique for the 
extraction of PAHs from water samples, providing limits of detection in the low 
nanogram per liter range using 5 mL of sample in few minutes. A similar approach 
was employed by Zhao et al. [89] for the determination of PAHs in waters (tap 
water, river water, well water, and seawater samples) by HPLC/FD with detection 
limits ranging from 1 to 10 ng L
−1
. 
 
The main shortcoming of classical DLLME is the consumption of 
chlorinated solvents that are harmful for the operators and the environment. 
Therefore, new approaches based on more benign solvents have been developed in 
the past years. Leong et al. [90] proposed the use of 1-bromo-3-methylbutane (with 
a LD50 of 6150 mg kg
−1
) as extractant for the determination of PAHs by GC/MS 
providing limits of detection in the range of 0.3–7.8 ng L
−1
. By contrast, Pena et al. 
[91] proposed the use of ionic liquids as extractant because of their low volatility, 
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which limits the generation of toxic vapors. In this case, 1-octyl-3-
methylimidazolium hexafluorophosphate is employed for the efficient extraction of 
PAHs allowing their determination in the nanogram per liter range by HPLC/FD. 
In the above described methods, solvents denser than water are employed as 
extractants and a final centrifugation of the sample is required to recover the 
extractant phase for analysis. This limitation may restrict the versatility of the 
DLLME, reducing the number of solvents available. Guo and Lee [92] have 
recently proposed the use of low-density solvents for the DLLME of PAHs from 
water samples. This approach, which requires a special extraction vessel to recover 
the extractant, uses n-hexane as extractant phase in a rapid procedure that takes 
only 3 min. The sensitivity of the approach is comparable with those obtained with 
other DLLME approaches. 
 
The high consumption of disperser solvents can be also considered to be a 
DLLME limitation in terms of economy, safety, and environmental friendship. The 
use of an external energy source to assist the dispersion of the extractant phase in 
the sample can reduce and even avoid the need of a disperser solvent. Song et al. 
[93] have proposed the use of ultrasound energy to aid the dispersion of the 
extractant reducing the total solvent amount to 80 μL. This approach allows the 
determination of PAHs ranging from 1 to 10 ng L−1 using tetrachloroethylene as 
the extractant and GC/MS as the instrumental technique. 
 
The reduction of the disperser solvent volume can also be achieved by 
playing with the tuneable solubility of the extractant. This solubility may be 
controlled varying the composition of the sample by adding a reagent or varying 
the sample temperature. Yao and Andersson described in 2009 [94] a DLLME 
approach using a metathesis reaction for the extraction of PAHs from water. In the 
general approach, a water miscible ionic liquid is added to the sample that is 
completely homogenized. After a given contact time, a metathesis reagent is added 
to the sample inducing the precipitation of the ionic liquid, which is recovered by 
centrifugation. In a similar way, Xu et al. proposed in 2009 [95] a DLLME 
approach for the determination of PAHs in waters using a temperature-tuneable 
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solvent as extraction solvent. The new technique, called DLLME, based on 
solidification of floating organic droplet, consists of the addition of 1-dodecanol to 
the sample, which is soluble at temperatures higher than 24 °C. After a given 
contact time, the sample is cooled below the melting point of the solvent, which is 
easily recovered for instrumental analysis. 
 
The main application of DLLME in the determination of PAHs in water 
samples are summarized in Table 5. 
 
8. Microextraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from soil 
samples 
 
The determination of PAHs in soil samples presents two general 
shortcomings. On the one hand, the heterogeneous distribution of the analytes in 
the soil makes critical the sampling process requiring high sample amounts to 
guarantee the representativeness. On the other hand, the direct analysis of trace 
components in solid samples is unfeasible with acceptable sensitivity and 
selectivity levels, and therefore a previous treatment is required. The soil treatment 
can be divided into two different and compatible steps: (i) the extraction of the 
analytes from the matrix and (ii) their isolation and preconcentration from the 
sample extract for their subsequent instrumental analysis. 
 
The extraction of the analytes from a solid sample is a classical analytical 
procedure that involves the use of an appropriate solvent (liquid or supercritical). 
Within the analytical procedures employed for this purpose, the following can be 
highlighted: 
 
•  Soxhlet extraction: This classical technique consists of the 
continuous extraction of a solid sample located in a porous cartridge 
by a pure solvent provided by an evaporation/condensation cycle. The 
procedure yields high analyte recoveries but requires high volumes of 
organic solvents, and it is difficult to automate [96]. 
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•  Supercritical fluid extraction (SFE): This technique is based on the 
use of a supercritical fluid, usually carbon dioxide, as extractant at 
appropriate temperature and pressure conditions. The technique 
reduces dramatically the volume of organic solvent required for the 
extraction with high recoveries [97]. 
•  Pressurized liquid extraction (PLE): This extraction technique is 
also known as accelerated solvent extraction (ASE) or pressurized 
fluid extraction (PFE). It is based on the use of organic solvents at 
high temperatures (50–200 °C) and pressures (1500–2000 psi) as 
extraction phases. PLE is a fast extraction technique since high 
temperatures enhance the solubilization of the analytes in the liquid 
phase and high pressures break the analyte/matrix interactions. 
Moreover, the technique is suitable for automation [98]. 
 
•  Subcritical water extraction (SWE): It consists of the use of water 
at high temperatures (250–300 °C) and controlled pressure as 
extractant. Under these conditions, water is capable of extracting 
organic analytes from solid samples [99]. 
 
•  Microwave-assisted extraction (MAE): It is based on the use of 
microwave energy to assist the leaching of the sample. MAE is 
especially interesting in the extraction of soil samples since the 
microwaves produce rapid heating and evaporation of the sample 
moisture. This rapid evaporation produces a pressure increment, 
which breaks the sample matrix structure enhancing the close contact 
with the extraction solvent [100]. 
 
•  Sonication-assisted solvent extraction (SASE): SASE is similar to 
MAE since it uses an external energy source, ultrasounds, to assist the 
extraction [101]. 
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All these leaching procedures achieve the extraction of the analytes 
transferring them from a solid sample to a liquid extract, which is handier from the 
analytical point of view. Although these extracts can be directly analyzed, they 
usually present a lot of potential interferents and a very low concentration of the 
target compounds. In this context, SPME and LPME techniques can play an 
important role to improve the selectivity and sensitivity of the analytical 
methodologies. 
 
8.1. Solid-phase microextraction 
 
SPME is based, as it was previously described, on the transference of the 
target analytes from the liquid sample or its headspace to the sorptive material 
usually immobilized in a fiber. Therefore, the soil samples should be treated to 
obtain a liquid extract suitable for SPME. This treatment can be developed off-line 
or in-line with the own microextraction step. 
 
Hageman et al. [102] proposed the off-line coupling between SWE and 
SPME for the determination of semivolatile compounds, including naphthalene, in 
solid samples. As a first step, the solid sample is introduced in the SWE cell, where 
the analytes are extracted in hot water (250 °C) during 15–60 min. After the 
extraction, the extraction vessel is cooled and the analytes are finally extracted by a 
100-μm PDMS coated fiber directly immersed into the aqueous extract. Following 
this general procedure, the authors determine naphtalene in soil at a final 
concentration of 0.25 mg kg−1. Wang et al. [103] have also proposed an off-line 
approach for the determination of 16 PAHs in soil samples. In this case, the 
analytes are previously isolated from the sample matrix by sonicationassisted 
solvent extraction (SASE) using a mixture of hexane and dichloromethane. The 
organic extract is evaporated to dryness, the residue being redissolved in water 
containing acetone. Once in an aqueous sample, the analytes are extracted by a 
100-μm PDMS coated fiber working under the direct immersion mode. The 
determination of the priority PAHs was achieved by GC/MS with limits of 
detection ranging from 2 to 20 ng g−1. 
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The direct combination of the leaching and SPME in an in-line coupling 
provides a simple and suitable of automation procedure. In this case, the sample is 
introduced with a few millilitres of water, which acts as carrier, in a sealed vial. 
Later on, the vial is heated to enhance the subsequent transference of the analytes 
from the sample to the water and from the water to the vial headspace, where a 
SPME fiber is located for analyte extraction. Eriksson et al. and Cam et al. 
[104,105] have proposed this methodology for the determination of PAHs in water 
in the 0.1 μg g−1 range. Moreover, Martendal and Carasek [106] proposed the in-
line coupling of the leaching process and a dual combination of headspace and 
direct immersion SPME for the joint extraction of volatile and semivolatile PAHs 
in solid samples. 
 
8.2. Liquid-phase microextraction 
 
LPME has also been proposed for the determination of PAHs in 
environmental soils. The LPME procedure, which involves three different phases 
(the soil, an aqueous carrier, and a liquid extractant), is usually based on two 
subsequent steps. First of all, a defined amount of sample is introduced in an 
appropriate vessel being maintained in close contact with a mixture of acetone and 
water to obtain an aqueous solution. In a second step, the aqueous solution is 
extracted by an LPME to achieve the efficient isolation and preconcentration of 
PAHs for their later analysis. Different LPME techniques have been proposed in 
this context. In this sense, Zhang and Andrews [107] used SDME with octane for 
the gas chromatographic determination of PAHs with limits of detection ranging 
from 0.13 to 0.36 mg kg−1 (low-molecular weight PAHs) and from 0.5 to 1 mg kg−1 
(high-molecular weight PAHs). On the other hand, King et al. selected HF/LPME 
using octane as solvent for the development of a screening method for PAHs in 
soil. The limits of detections for these compounds were in the milligram per 
kilogram range using GC/FID as an instrumental technique [108]. Moreover, Yang 
et al. [109] have developed a novel gas purge microsyringe extraction system for 
the GC/MS determination of these pollutants. 
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9. Microextraction of polycyclic aromatic hydrocarbon from air 
samples 
 
In their complex distribution in the environmental compartments, PAHs 
can be found in air as free compounds in vapor phase or associated to airborne 
particles. In both cases, the analytical methodologies are complex (Fig. 5) and the 
sampling is a key aspect due to the low concentration (in the range of nanogram 
per cubic meter or picogram per cubic meter) of PAHs in such samples. Air 
sampling can be performed using a sorbent, a filter, or an absorbing solution as 
active material depending on the nature and distribution of the target analytes. 
Moreover, it can be developed by two different modes depending on the flowing of 
air through the sampling device. In the active sampling, an appropriate pump 
forces the pass of a high volume of sample (500–2000 m3 using a flow of 100–500 
L min−1) through the active sampling material. On the other hand, passive sampling 
is based on the direct contact of the active material with the air [110]. 
 
As a result of the sampling, a solid support (a sorbent or a filter) or a liquid 
extract is obtained containing the analytes, in their free or associated modes, at low 
concentrations together with different potential interferents. In this scenario, SPME 
and LPME are necessary in order to fulfill the sensitivity and selectivity 
requirements of the analytical instrumentation. 
 
Owing to their low volatility, only a few methodologies have been focused 
on for the determination of free PAHs in air. Wei et al. [111] proposed an SPME 
approach working under the headspace mode for this purpose. First of all, an active 
sampling device consisting in a XAD-2 trap is used for the isolation of free PAHs 
from the air. Later on, a small fraction (275 mg) of the XAD-2 sorbent is mixed 
with 10mL of extraction solution and placed in a flask. In this step, the PAHs are 
desorbed passing from the sorbent to the aqueous solution. Afterward, the flask is 
heated by means of microwave energy and the PAHs are transferred from the 
solution to the headspace, where a PDMS fiber is located for their isolation and 
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preconcentration. The final analysis by GC/MS provides limits of detection ranging 
from 0.02 to 1.0 ng. 
 
 
Fig. 5. Different steps followed for the PAHs isolation from air and airborne particles 
(reproduced with permission of Elservier from Refs. 110). 
 
However, in the usual situation, PAHs are associated to the airborne 
particles because of their high adsorption tendency. The isolation of the particles 
by means of special filters is therefore the first step in any analytical methodology. 
Once the particles have been isolated, the filter is immersed in an appropriate 
solution in order to obtain an aqueous phase suitable for SPME or LPME. Vaz 
proposed a classic HS/SPME (headspace solid-phase microextraction) approach for 
this purpose allowing the determination of PAHs in the picogram level, while 
Menezes and Cardeal could determine the target compounds at nanogram level 
using a cold-fiber SPME approach [112,113]. Finally, Hyder et al. [114] have 
proposed the use of HF/LPME for the determination of PAHs from organic 
aerosols, reporting limits of detection in the range of picogram per cubic meter. 
Special attention should be paid to the analytical approach presented by Ballesteros 
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et al. since the particulates are not transferred to an aqueous phase for the 
subsequent microextraction step. In this case, the PAHs are thermally desorbed and 
stored in a Tedlar® sampling bag where the SPME takes place [115]. 
 
10. Final remarks 
 
The human activity in different fields, including not only industrial 
processes but also domestic actions, is a source of discharge to the environment of 
a great variety of pollutants, some of them being potentially harmful. This is the 
case of PAHs, which can be considered to be persistent and ubiquitous 
contaminants because of their chemical stability and diverse distribution on the 
environment, respectively. The determination of these analytes in samples of 
environmental concern is essential not only to prevent health and ecological risks 
but also for the monitoring of remediation process. The complex distribution of 
PAHs makes their determination difficult since they may be present in liquid 
(water samples of different nature), solid (soil, sediments, and airborne 
particulates), and gaseous (air) samples. Moreover, the low concentration of the 
target analytes in these samples and the complexity of the matrixes to be analyzed 
make the analysis even more complicated. Microextraction techniques, both in 
their solid- and liquid-phase modes, are essential tools in this context allowing the 
fulfilment of the sensitivity and selectivity requirements. This article gives a 
general view of the power that these microextraction techniques have in the 
determination of PAHs in different environmental compartments. 
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Abbreviations and acronyms 
 
AhR     Aryl Hydrocarbon Receptor 
ARNT     Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 
ASE     Accelerated Solvent Extraction 
B[a]P     Benzo[a]pyrene 
DLLME    Dispersive Liquid–Liquid Microextraction 
EU     European Union 
GC/FID   Gas Chromatography–Flame Ionization Detector 
GC/MS    Gas Chromatography/Mass Spectrometry 
GC     Gas Chromatography 
HF/LPME    Hollow Fiber-protected Liquid-phase 
                                                    Microextraction 
HPLC/FD    High-performance Liquid Chromatography with  
Fluorescence Detection 
HS/SPME    Headspace-solid-phase Microextraction 
IARC     International Agency of Cancer 
LLE     Liquid–Liquid Extraction 
LPME    Liquid-phase Microextraction 
MEPS     Microextraction in Packed Syringe 
OSHA     US Occupational Safety and Health Administration 
PAHs     Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 
PA     Polyacrylate 
PDMS-DVB    Polydimethyl Siloxane Divinylbenzene 
PDMS     Polydimethyl Siloxane 
PFE     Pressurized Fluid Extraction 
PTFE     Polytetrafluoroethylene 
SASE     Sonication-assisted Solvent Extraction 
SBSE     Stir Bar Sorptive Extraction 
SCF    European Scientific Committee on Food 
SDME     Single-drop Microextraction 
SME     Stir Membrane Extraction 
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SPE     Solid-phase Extraction 
SPME     Solid-phase Microextraction 
SPSE     Stir Plate Sorptive Extraction 
TEF     Toxicity Equivalency Factor 
US-EPA    American Environmental Protection Agency 
WHO     World Health Organization 
 
Related articles 
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Detection and Quantification of Environmental Pollutants 
 
Environment: Water and Waste (Volume 4) 
Solid-phase Microextraction in Environmental Analysis 
•  Polychlorinated Biphenyls Analysis in Environmental Samples  
•  Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Analysis in Environmental 
Samples 
 
Field-portable Instrumentation (Volume 5) 
Solid-phase Microextraction in Analysis of Pollutants in the Field 
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En este apartado de la Memoria de Tesis Doctoral se resumen los 
resultados más relevantes obtenidos a lo largo del desarrollo experimental de la 
misma, y que ha consistido en la evaluación de procesos de extracción 
miniaturizados empleando nuevas herramientas analíticas. Todo ello se ha llevado 
a cabo con el objetivo de mejorar la eficacia de las metodologías convencionales, 
mediante la puesta en juego de una mayor superficie de contacto entre la muestra y 
el extractante. Además, esta gran capacidad sorbente se pone en valor mediante la 
evaluación de interfases expresamente diseñadas para el acoplamiento de estas 
nuevas metodologías con sistemas cromatográficos y que persiguen introducir la 
mayor cantidad de analito en el sistema cromatográfico. 
 
En este sentido, los diferentes trabajos experimentales se han agrupado en 
tres bloques en función de las diferentes técnicas de microextracción que se han 
empleado. En el primer bloque se comenta el empleo de columnas monolíticas 
como elemento de extracción. En el segundo bloque se comentan las técnicas de 
microextracción dispersiva en fase sólida; y en el tercer bloque se comenta el 
empleo de la formación in situ del sorbente. Finalmente, se comparan las diferentes 
metodologías propuestas para cada familia de analitos en función de las 
propiedades básicas y complementarias de la Química Analítica. 
 
1. Columnas monolíticas como herramienta en procesos analíticos de 
extracción miniaturizados 
 
Los avances producidos en los últimos años en la instrumentación analítica 
ha repercutido en la mejora de las propiedades analíticas básicas de los procesos de 
medida. Sin embargo, la productividad de los laboratorios analíticos sigue estando 
limitada por la etapa de tratamiento de muestra, cuya evolución ha incluido entre 
otros aspectos, la miniaturización de los procesos de extracción líquido-líquido y 
de extracción en fase sólida, persiguiendo la automatización de los procesos 
analíticos y su acoplamiento on line con técnicas instrumentales para obtener 
metodologías altamente eficientes con un mínimo consumo de disolventes, 
reactivos, muestra, tiempo y reduciendo el coste de cada análisis. 
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En este sentido, el empleo de columnas monolíticas con fines analíticos es 
altamente atractivo, pues la preparación in situ del polímero monolítico resulta en 
la formación de un sólido continuo, sin espacio entre partículas como ocurre en el 
caso de los sorbentes empaquetados. Además, la generación de una gran cantidad 
de poros en el interior del sólido incrementa la superficie de contacto entre la 
muestra y el sorbente, aumentando de este modo la eficacia del proceso de 
extracción. Otra ventaja es su versatilidad como fase estacionaria, pues se puede 
diseñar el polímero más apropiado para los analitos diana mediante la selección de 
adecuada de los monómeros. 
 
La investigación realizada en este trabajo experimental (capítulo 1) 
consistió en la evaluación de un sorbente monolítico polimérico como herramienta 
en procesos de extracción en fase sólida miniaturizados, empleando un capilar de 
sílice fundida como soporte. Los analitos propuestos como modelo son los 
hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs), motivo por el que se emplean 
monómeros de carácter hidrofóbico como son el metacrilato de butilo y el 
dimetacrilato de etilo para la formación del polímero sorbente. Además, con objeto 
de enfatizar las excelentes propiedades extractivas de la columna monolítica y 
aumentar la sensibilidad de la metodología propuesta, se realizó el acoplamiento 
del aislamiento y preconcentración de los analitos propuestos con la cromatografía 
de gases. Dicho acoplamiento es muy novedoso debido a que las columnas 
monolíticas, se emplean mayoritariamente en cromatografía de líquidos. Para ello, 
se ideó una interfase especialmente diseñada para la introducción de los analitos 
mediante desorción térmica. 
 
 Los aspectos más relevantes de las etapas de microextracción y desorción 
térmica se comentan brevemente a continuación. 
 
 En cuanto al proceso de extracción, para poder introducir la muestra en la 
columna monolítica se empleó una microbomba de alta presión que permitía 
vencer la presión generada por la microcolumna monolítica, proporcionando 
condiciones reproducibles de trabajo. La unión se realizó mediante dispositivos 
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comerciales y la longitud óptima de la columna fue de 6 cm. Cabe destacar la 
excelente capacidad como sorbente de la columna monolítica, que permite procesar 
sin saturarse más de 20 mL de muestra conteniendo los PAHs a una concentración 
individual de 5 µg L-1. No obstante, el caudal de muestra tiene un marcado efecto 
en la retención, siendo esta máxima a caudales bajos. Por lo tanto, para poder 
aumentar la frecuencia de muestreo del método se seleccionaron 10 mL de muestra 
y 0.4 mL min-1 como compromiso para ambas variables. En cuanto al proceso de 
elución, se seleccionó metanol a un caudal de 0.1 mL min-1, recogiéndose una 
única fracción de 10 µL que comprendía la totalidad de los analitos retenidos. 
 
La mayor dificultad de esta investigación se presentó a la hora de diseñar la 
interfase que permitiera el acoplamiento de la unidad de microextracción y el 
instrumento. Dicha interfase debía retener la fracción metanólica que contiene los 
analitos eluidos desde la columna monolítica. En primer lugar se optó por utilizar 
lana de vidrio para retener el extracto final, pero tras unas pruebas preliminares se 
detectó que algunas fibras de vidrio pueden obstruir la aguja, por lo que se 
seleccionó el algodón como mejor opción considerando que el calentamiento en 
atmosfera inerte no debería generar ningún residuo volátil que pudiera introducirse 
en el cromatógrafo de gases e interferir en la separación de los analitos. Se 
comprobó mediante blancos que en las condiciones óptimas de elución de los 
compuestos (300 ºC, 2 min) no aparecieron estos potenciales productos de 
degradación.  
 
En cuanto al caudal de helio y la modalidad de inyección (con o sin 
división de flujo) se observó que aunque el modo sin división de flujo mejoraba la 
sensibilidad de la determinación, también producía un aumento crítico en la 
presión en el inyector. Por eso, se optó por una división de flujo 1:10 y un caudal 
de helio de 1.6 mL min-1 para arrastrar los analitos desde la interfase hasta el 
inyector del cromatógrafo. 
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En la bibliografía no se ha encontrado ninguna referencia al acoplamiento 
de columnas monolíticas con cromatografía de gases para la determinación de 
PAHs. Por eso, se ha comparado el método propuesto con otros descritos para la 
resolución del mismo problema analítico usando polímeros monolíticos acoplados 
a cromatografía de líquidos, así como con otras modalidades que emplean 
polímeros monolíticos y sorbentes empaquetados (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
a Límite de detección 
b Desviación estandar relativa 
c Referencias 
 
 
Tabla 1. Comparación de procesos de extracción de PAHs en muestras de agua 
empleando polímeros monolíticos en diversos soportes, y mediante sólidos 
empaquetados. 
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El empleo de columnas monolíticas como fase estacionaria en 
cromatografía de líquidos con detección ultravioleta [1], permite trabajar con un 
reducido volumen de muestra. Sin embargo, los límites de detección que ofrecen 
son claramente superiores a los proporcionados por la metodología desarrollada en 
esta Tesis Doctoral. El uso de polímeros monolíticos como fase estacionaria en 
SBSE [2] proporciona unos límites de detección muy similares a los de la 
metodología desarrollada, aunque es necesario resaltar que el volumen de muestra 
empleado en SBSE es 20 veces superior. Anteriormente se ha comentado que el 
uso de polímeros monolíticos posee una ventaja frente al uso de sorbentes 
empaquetados, como es la ausencia de espacios entre partículas, proporcionando 
una mayor superficie extractiva. Al comparar esta modalidad con el empleo de un 
polímero monolítico propuesto en esta Tesis Doctoral, [3] se observa que los 
límites de detección son muy similares empleando una menor cantidad de muestra.  
 
Con todo esto se puede concluir que la combinación de procesos de 
extracción basados en el uso de columnas monolíticas con la determinación 
mediante cromatografía de gases es una alternativa altamente eficiente y sensible, 
alcanzando unos límites de detección entre 2.8 y 11.5 ng L-1 para 10 mL de 
muestra. La columna monolítica es mecánicamente estable, con un tiempo de vida 
útil elevado, no necesita el empleo de fritas u otros soportes y además, su reducido 
volumen interno hace que el gasto de disolventes sea mínimo. Asimismo, la 
interfase propuesta ha demostrado ser una alternativa sencilla a los sistemas de 
inyección de gran volumen, pues no necesita de ninguna modificación especial del 
inyector para su uso. 
 
2. Microextracción dispersiva en fase sólida 
 
La extracción dispersiva en fase sólida (dispersive solid-phase extraction, 
DSPE) fue propuesta por Anastassiades en 2003 [4] como una alternativa a la SPE, 
en la que se añade una pequeña cantidad de sorbente sin acondicionar 
(aproximadamente 50 mg) a un medio, generalmente orgánico, procedente de la 
extracción sólido-líquido de una muestra. La dispersión del sólido se realiza 
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habitualmente mediante el empleo de un vortex y la separación de fases mediante 
centrifugación. Todo ello se lleva a cabo con objeto de mejorar la selectividad 
mediante la eliminación de posibles interferentes en muestras complejas [5]. 
 
La investigación recogida en esta sección se centra en la microextracción 
dispersiva en fase sólida (dispersive micro solid-phase extraction, DMSPE), que 
surge como una versión miniaturizada de la DSPE, en la que se aprovecha el 
proceso de dispersión del sorbente para mejorar la cinética del proceso de 
extracción. En efecto, la dispersión aumenta la superficie de contacto con los 
analitos, produciendo una mejora en la transferencia de analitos entre fases lo que 
también conlleva una mejora de la sensibilidad. Todo ello unido a un menor 
consumo de material reduce el coste empleado por análisis, lo que hace de la 
DMSPE una técnica adecuada para su empleo en análisis de rutina. Así, la DSPE 
que tradicionalmente se ha empleado para mejorar la selectividad del proceso de 
medida, pasa a ser una técnica de extracción y preconcentración de analitos. 
 
Debido a que la principal variable que afecta a la DMSPE es la naturaleza 
del sorbente empleado, las investigaciones realizadas se han focalizado en la 
evaluación de distintos sólidos activos, así como en el desarrollo de nuevos 
materiales y su acoplamiento a técnicas cromatográficas. En este sentido, se evaluó 
en primer lugar la posibilidad de emplear nanoestructuras de carbono como los 
nanotubos de carbono. Estos materiales poseen características físico-químicas que 
los hacen idóneos como material sorbente en la extracción de compuestos 
orgánicos, pero su empleo en una metodología dispersiva se desechó rápidamente 
al comprobar que la ventaja que proporciona la dispersión de un sorbente sólido 
queda neutralizada con la tendencia a la agregación de los nanotubos de carbono, 
ya que esta disminuye la superficie activa disponible para interaccionar con los 
analitos. Además, su recuperación requiere de un mayor grado de manipulación y 
de instrumentación de la que se podía asumir. 
 
Por todo ello, se optó por emplear materiales de base silícea, que cuentan 
con la ventaja de ser fácilmente funcionalizables. Esto permite la obtención de 
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materiales muy diferentes, desde el uso de cadenas hidrocarbonadas como RP-C18 
hasta la introducción de nuevos grupos funcionales como líquidos iónicos o su uso 
conjunto con materiales nanoestructurados. 
 
2.1. Empleo de RP-C18 como sorbente en DMSPE 
 
La sílice funcionalizada con octadecilsilano es una de las fases sólidas más 
empleadas en fase reversa, de ahí que se denomine RP-C18 (reversed phase-C18). 
Se pensó en este sorbente para evaluar la DMSPE, seleccionando para ello la 
determinación de una familia de analitos altamente apolares (PAHs) en agua como 
problema analítico modelo. 
 
El mecanismo de retención con este tipo de sorbentes se puede explicar 
mediante procesos de partición, en los que los analitos se separan del seno de la 
muestra hasta la fase estacionaria en función de su afinidad química. En este 
proceso la superficie de contacto del sorbente con la muestra es de capital 
importancia. 
 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, uno de los aspectos más 
importantes que influyeron a la hora de seleccionar las fases enlazadas basadas en 
sílice fue la gran superficie que ofrecen. La retención es directamente proporcional 
al área superficial y la sílice, al ser un sólido poroso, ofrece una gran superficie, 
entre 90 y 650 m2 g-1. Además, no se hincha con el paso de agua y permite trabajar 
a altas presiones sin que se altere ninguna de sus propiedades. Por todo ello, RP-
C18 es la fase estacionaria más empleada en SPE, HPLC y DSPE. Además, su 
estabilidad térmica permite trabajar a temperaturas elevadas [6,7], lo que facilita la 
desorción térmica de los analitos. 
 
 La metodología propuesta, que se describe en el capítulo 2, consigue la 
extracción de PAHs en muestras de agua de modo sencillo, empleando 
simplemente un tubo cilíndrico como unidad de extracción que se acopla a una 
interfase común a los procesos de extracción y desorción, de modo que el sorbente 
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se recupera de una forma sencilla, desorbiendo térmicamente los analitos sin 
apenas manipulación. Además, esta metodología representa una alternativa 
económica y respetuosa con el medio ambiente frente a las metodologías clásicas, 
pues no se emplean disolventes orgánicos para desorber los analitos y la cantidad 
de sorbente utilizada es mínima (5 mg). 
 
 Uno de los aspectos más críticos en el proceso de microextracción por 
dispersión del RP-C18 es el disolvente empleado para dispersar al sorbente en el 
seno de la muestra. Este debe de reunir una serie de requisitos como ser miscible 
con la matriz de la muestra, y a la vez permitir la suspensión estable del sólido 
durante un tiempo suficiente para que al tomar la alícuota que se va a dispersar, 
esta sea lo más reproducible posible. En este sentido, se seleccionó la acetona 
como disolvente dispersante óptimo y se observó que las suspensiones más estables 
eran aquellas cuya concentración era inferior a 80 g L-1. La influencia de la 
concentración de partida de la suspensión de RP-C18 se comentará más adelante. 
 
Como se ha indicado anteriormente, la sílice ofrece una gran superficie 
activa, que se aprovecha plenamente mediante su dispersión en la muestra. La gran 
sensibilidad obtenida se mejora de un modo indirecto aprovechando la estabilidad 
térmica de RP-C18 para llevar a cabo la desorción térmica de los analitos. Esta 
mejora es posible porque la interfase utilizada permite la recuperación total del 
sólido dispersado, de modo que en la etapa de desorción se evita la dilución de los 
analitos en el eluyente, introduciéndose completamente en el cromatógrafo. En 
cuanto a la optimización del proceso de desorción, se decidió realizar este de modo 
independiente a la del proceso extractivo, simulando las condiciones de trabajo. Se 
obtuvieron los mismos parámetros operacionales del trabajo descrito en el apartado 
anterior, lo que es lógico teniendo en cuenta que es la misma interfase y que los 
analitos son los mismos. 
 
Durante el proceso experimental, se pudo comprobar que al aumentar la 
cantidad de sorbente se mejoraba la sensibilidad del proceso. Sin embargo, el 
empleo de cantidades elevadas de sólido incrementaba la irreproducibilidad. Este 
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comportamiento se achacó al hecho de que al compactarse el sólido dentro de la 
interfase diseñada, este producía un flujo irregular de helio a su través. Debido a 
esto, se llegó a una solución de compromiso entre la sensibilidad y la 
reproducibilidad, seleccionando 10 g L-1 como concentración óptima de partida de 
RP-C18. 
 
 Con todo ello, se puede concluir que la evaluación de RP-C18 como 
sorbente en DMSPE fue satisfactoria y que el acoplamiento con la cromatografía 
de gases mediante desorción térmica permitió alcanzar unos límites de detección 
entre 0.1 y 0.2 µg L-1 para un volumen de muestra de 12.5 mL. Todo ello se 
consiguió además, con un reducido consumo de disolvente orgánico y de sorbente. 
 
2.2. Empleo de sílice modificada con líquido iónico para su uso en DMSPE 
 
 Continuando con la investigación iniciada en el apartado anterior para el 
desarrollo de materiales basados en sílice y su empleo en DMSPE, se evaluó la 
posibilidad de emplear conjuntamente sílice con un líquido iónico, para aunar las 
propiedades de la sílice empleada como soporte con la capacidad extractante del 
líquido iónico. La inmovilización del líquido iónico minimiza alguna de sus 
limitaciones (como su pérdida cuando se usan disolventes orgánicos) pero 
mantiene, sin embargo, las propiedades físico-químicas que los convierten en 
excelentes medios de extracción. Teniendo en cuenta todo esto, se puede pensar a 
priori, que el material resultante puede ser idóneo para su empleo en DMSPE. 
 
En la bibliografía se describe que la unión entre la sílice y los líquidos 
iónicos es térmicamente inestable, existiendo pérdidas de peso de hasta un 20 % a 
temperaturas entre 200 y 800 ºC [8,9]. Teniendo en cuenta que la sílice modificada 
con líquido iónico se sintetizó en el laboratorio, se desechó el empleo de la 
desorción térmica con objeto de aumentar la reusabilidad del sorbente. Se prefirió 
entonces la combinación entre desorción química y cromatografía de líquidos que 
es menos sensible a este tipo de problemas. La reutilización del sorbente sólo 
requirió de una etapa final de lavado y reconstitución del mismo. Esto no era 
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factible en la modalidad de desorción térmica en el que el daño del sorbente era 
irreversible.  
 
 Para incrementar la sensibilidad del método, que puede verse afectada por 
el proceso de elución, la investigación se orientó a la obtención de una dispersión 
del sólido muy eficiente. Por este motivo, se decidió funcionalizar la sílice con 
cloruro de metilimidazolio (SiO2-MIM-Cl, Figura 1A) que es fácilmente 
dispersable en agua ya que el líquido iónico del que proviene (MIM-Cl) es soluble 
en medio acuoso. Esta característica, en cambio, supuso un reto en la extracción de 
los analitos pues no existía una interacción eficaz entre éstos y la sílice modificada 
en su forma cloruro. Para aumentar esta interacción debe formarse un derivado con 
propiedades diferentes como es el hexafluorofosfato de metilimidazolio (SiO2-
MIM-PF6, Figura 1B), constituido por un líquido iónico inmiscible con agua que 
además permite establecer interacciones por dispersión con los analitos diana. Para 
la evaluación de los nuevos materiales, se seleccionaron como analitos los 
plaguicidas organofosforados fosmet, foxim, metil paration y triazofos, que debido 
a su amplia utilización en agricultura representan un problema analítico y 
medioambiental. 
 
    KPF6        
 
Figura. 1 (A) Producto final de la síntesis de sílice con líquido iónico. (B) Producto 
obtenido mediante una reacción de doble sustitución al añadir KPF6. 
 
Para evaluar la dispersabilidad del material propuesto se llevó a cabo el 
procedimiento esquematizado en la Figura 2 y que se detalla a continuación. Se 
añadieron 50 mg de SiO2, SiO2-MIM-Cl y RP-C18 a tres viales con 5 mL de agua 
Milli-Q. Tras la adición se agitaron los tres viales durante 1 minuto con la ayuda de 
un vortex. Se pudo comprobar que tanto la sílice como el SiO2-MIM-Cl mantenían 
suspensiones estables durante 20 minutos, mientras que RP-C18 se dispersaba 
A                                                                 B 
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fácilmente durante el proceso de agitación pero rápidamente caía al fondo del vial 
una vez que cesaba la misma. Posteriormente, se añadieron 100 mg de KPF6 a cada 
vial y se agitó de igual manera. En este caso, tanto la sílice como RP-C18 
mantuvieron el comportamiento observado anteriormente mientras que en el vial 
que contenía SiO2-MIM-Cl se observó la rápida aparición de un sólido con 
propiedades diferentes. Este sólido, que se formó como consecuencia de una 
reacción de metátesis (sustitución del Cl- por PF6-), era SiO2-MIM-PF6. El sólido 
coalesce rápidamente tras la adición de la sal de KPF6 debido a que presenta un 
marcado carácter hidrofóbico. Este carácter, que comparte con muchos otros 
líquidos iónicos que contienen el anión PF6- , hace al sólido muy insoluble en agua. 
Así, una vez formado, el sólido permanece estable en medio acuoso. 
 
 Mediante esta prueba, se comprobó experimentalmente la magnífica 
capacidad de dispersión de SiO2-MIM-Cl. Esta dispersión es estable en el tiempo y 
no se observa agregación aparente del sorbente lo que debe ser indicativo de su 
gran superficie extractiva. Por otro lado, la formación de SiO2-MIM-PF6 y su 
posterior precipitación, permite la cómoda recuperación del sólido. 
 
 Una vez comprobadas las excepcionales propiedades de la sílice 
modificada con cloruro de metilimidazolio, se procedió a evaluar su capacidad 
como medio extractante, empleando para ello fosmet y metil paratión como 
analitos modelo, según se describe en el capítulo 4. De este modo, se pudo 
comprobar que en el caso de SiO2-MIM-Cl, al encontrarse el líquido iónico en su 
forma disociada en disolución acuosa, es un sorbente más adecuado para procesos 
de cambio aniónico, obteniendo una pobre extracción de los analitos. Sin embargo, 
al cambiar el anión cloruro por el hexafluorofosfato, el sólido presenta un mayor 
carácter hidrofóbico lo que le permite una mayor interacción con los analito diana. 
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Figura 2. Proceso seguido para la evaluación de la dispersabilidad del sólido propuesto. 
 
 
 Mediante esta prueba también se determinó que la forma más eficaz de 
proceder es mediante la formación in situ de SiO2-MIM-PF6. Esta alternativa se 
basa en aprovechar en etapas sucesivas las dos características más sobresalientes de 
los sólidos SiO2-MIM-Cl y SiO2-MIM-PF6. Así, el primero es fácilmente 
dispersable en agua mientras que el segundo es el que interacciona más 
intensamente con los analitos diana. El procedimiento consistió en dispersar 
primero el sorbente en forma cloruro y después añadir la sal de KPF6 para inducir 
la formación del sólido extractante. Se observó que la presencia de altas 
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concentraciones de iones cloruro durante el proceso de formación in situ 
perjudicaba la formación del compuesto final.  
 
También se evaluó el empleo de SiO2-MIM-PF6 formado previamente 
como sólido extractante, que proporciona una señal instrumental ligeramente más 
baja. No obstante, se seleccionó esta última opción, llegando a un compromiso 
entre la sensibilidad y factores tales como el económico y el medioambiental, pues 
el empleo de SiO2-MIM-PF6 permite su reutilización. En su contra está el hecho de 
que su empleo como sorbente requiere de una etapa de filtración para la separación 
de fases. 
 
Finalmente, se puede concluir que SiO2-MIM-PF6 es un material apto para 
su uso como sorbente en procesos de DMSPE y que su aplicación en cromatografía 
de líquidos proporciona un adecuada sensibilidad (0.3 a 0.6 µg L-1) con una 
reducida cantidad de muestra (8 mL) y una sencilla manipulación. 
 
2.3. Nanopartículas magnéticas recubiertas con líquido iónico  
 
 Una vez evaluado el potencial de materiales como RP-C18 y sílice 
modificada con líquido iónico, el siguiente paso en la optimización de una 
metodología DMSPE es la simplificación del proceso mediante la eliminación de 
las etapas de filtración o centrifugación para separar las fases. Estas etapas afectan 
negativamente a las propiedades productivas, al incrementar el tiempo de análisis y 
requerir una mayor manipulación, aumentando el coste por análisis. Además, el 
volumen de muestra se encuentra limitado por volumen del vial requerido por la 
centrifuga o por el material empleado para filtrar. 
 
Para eliminar esta etapa de separación, la mejor alternativa es el empleo de 
nanopartículas magnéticas. Dichas nanopartículas se adaptan perfectamente a la 
investigación seguida hasta el momento, pues se pueden recubrir fácilmente con 
una capa de sílice. De esta manera pueden actuar como las partículas de sílice 
empleadas anteriormente pero con un tamaño un orden magnitud menor (Figura 
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3A), lo que les confiere una gran superficie activa. Además, el recubrimiento de 
sílice se puede modificar fácilmente incluyendo diferentes sustituyentes. En este 
caso, se inmovilizó hexafluorofosfato de metilimidazolio, de modo que se procede 
como en el apartado anterior, formando un conjunto que comprende al líquido 
iónico unido a la sílice y a un núcleo magnético (Fe3O4@SiO2@MIM-PF6, Figura 
3B). Las nanopartículas así sintetizadas se pueden separar de modo rápido y 
sencillo de una muestra acuosa mediante la aplicación externa de un imán.  
 
 
Figura 3. (A) Imagen de las nanopartículas mediante TEM, siendo el diámetro medio de 12 
nm. (B) Estructura del material propuesto. 
 
Como en el caso anterior, la unión entre la sílice y el líquido iónico no es 
estable térmicamente, motivo por el que se descarta el empleo de calor para 
desorber a los analitos y se optó por la elución química. Además, al tener la 
confianza de que todo el sólido se va a separar de la fase líquida mediante un imán, 
y teniendo la experiencia previa realizada con SiO2-MIM-PF6 en la que no se 
observó ningún residuo de líquido iónico en el disolvente, se optó por usar la 
cromatografía de gases como técnica instrumental. Conociendo la fuerte 
interacción hidrofóbica que presenta el hexafluorofosfato de metilimidazolio, los 
analitos seleccionados para su evaluación debían poseer también un marcado 
carácter hidrofóbico, motivo por el cual se seleccionaron los PAHs en muestras de 
agua como problema analítico modelo.  
A B 
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La metodología propuesta es muy sencilla. En primer lugar se dispersa 
completamente el sólido en la muestra acuosa mediante ultrasonidos y 
seguidamente se agita el conjunto mediante un vortex para favorecer el contacto 
con los analitos. Posteriormente, se retira el agua empleando un imán para retener 
el sólido que se seca mediante una corriente de nitrógeno. Finalmente, se añaden 
0.5 mL de hexano en el mismo matraz donde se produce la extracción y se separa 
el extracto orgánico con ayuda del imán. Con este proceso se obtiene una 
metodología sencilla, sin empleo de grandes volúmenes de disolventes y muy 
sensible, ya que se obtienen unos límites de detección inferiores a 0.2 ng mL-1 para 
10 de los 13 PAHs que se evaluaron. 
 
Llegados a este punto, se pueden comparar los resultados obtenidos en el 
apartado 2.1 y en el presente apartado, no sólo porque compartan el mismo 
problema analítico (determinación de PAHs en muestras acuosas), sino porque 
representan el comienzo y el fin de una investigación centrada en el desarrollo de 
nuevos materiales y metodologías en DMSPE con el objeto de mejorar la eficacia 
de los procesos extractivos. Dicha comparación se puede ver en la Tabla 2. 
 
Al comparar los dos métodos, lo primero que se observa es que en ambos 
se consigue trabajar con una reducida cantidad de sorbente, que es sensiblemente 
inferior en el caso de RP-C18. En segundo lugar, se puede resaltar el mayor 
volumen de muestra empleado, 8 veces superior, cuando se usan las nanopartículas 
magnéticas como material sorbente. El volumen de 100 mL no supone un problema 
al tratarse de muestras medioambientales y además permite mejorar la sensibilidad 
del método al aumentar el factor de preconcentración de la técnica de extracción. 
De hecho, el empleo de nanopartículas magnéticas mejora entre 2 y 2.5 veces los 
límites de detección obtenidos para 5 de los 6 PAHs comunes a ambos trabajos. 
Este aumento en la sensibilidad, no se corresponde directamente con el aumento de 
volumen de muestra. Esto se debe a la metodología empleada para la introducción 
de los analitos en el sistema cromatográfico (GC/MS). 
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La desorción térmica ofrece un aumento indirecto de la sensibilidad frente 
a la elución química, pues, se asegura la transferencia cuantitativa de los analitos 
retenidos al sistema cromatográfico, ya que en la elución química se inyectan 2 µL 
de un total de 500 µL en los que se realiza la elución. No obstante, considerando 
los procesos de forma global, se observa que el empleo de nanopartículas 
magnéticas consigue mejorar la sensibilidad, lo que da una idea del potencial de 
este material. 
 
Finalmente, la reproducibilidad obtenida por ambos métodos es buena y la 
recuperación resultante de aplicar los métodos a muestras reales es sensiblemente 
mejor en el caso de las nanopartículas. 
 
3. Formación in situ de líquido iónico como sorbente y su acoplamiento a la 
cromatografía de gases 
 
 La formación in situ del extractante es una alternativa más ecológica a la 
extracción líquido-líquido convencional, reduciendo drásticamente la cantidad de 
disolvente orgánico que se emplea y mejorando la eficiencia de la extracción [10]. 
Esto es debido a que mediante la miscibilización del disolvente se obtiene la 
máxima superficie extractiva, superando con creces a los métodos en los que se 
dispersa un disolvente inmiscible. 
 
 En la aplicación desarrollada, la elección del catión se hizo en función de 
la hidrofobicidad, de modo que entre el octilmetilimidazolio ([OMIM]), el 
hexilmetilimidazolio ([HMIM]) y el butilmetilimidazolio ([BMIM]), se eligió el 
primero ya que podría interaccionar más intensamente con analitos apolares. En 
cuanto a la elección del anión, esta es crucial, pues es el anión el que determina la 
solubilidad en agua. El anión de partida fue el cloruro ([OMIM Cl]), pues 
aseguraba la miscibilización completa del líquido iónico en agua. Como el objetivo 
es la formación del líquido iónico adecuado para extraer los analitos en el seno de 
la muestra, este debe de reunir varios requisitos. En primer lugar, debe de ser 
inmiscible con agua para su correcta separación, y en segundo lugar, debe de ser 
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capaz de extraer los analitos, en este caso mediante interacciones hidrofóbicas. 
Esto se consiguió mediante la adición de una sal (KPF6) que en disolución permite 
la sustitución del cloruro por el hexafluorofosfato para la formación del 
hexafluorofosfato de octilmetilimidazolio ([OMIM] [PF6]). 
 
Una vez elegido el líquido iónico que se utilizaría como extractante, se 
seleccionaron los clorofenoles como analitos modelo. Su elección se hizo en base a 
su interés como contaminantes en muestras medioambientales, concretamente 
acuosas, y a su toxicidad. 
 
 La metodología seguida se describe en el capítulo 3 y consistió en la 
derivatización de los clorofenoles (para mejorar su separación cromatográfica) 
siguiendo un proceso descrito en la norma europea EN 12673:1999. Seguidamente, 
se adicionaron 50 mg de [OMIM Cl] y se agitó la disolución para obtener su 
correcta disolución. Tras esto, se añadió un exceso (50 mg) de KPF6 para formar 
[OMIM PF6]. El líquido iónico se recupera mediante centrifugación y se procede a 
la desorción térmica de los analitos e introducción en un GC/MS, utilizando una 
interfase diseñada especialmente para ello. 
 
Las variables que más influyen en el proceso de extracción son la ya 
mencionada elección del líquido iónico y la cantidad del mismo. La cantidad de 
[OMIM PF6] viene dada por la cantidad de [OMIM Cl] que se añade inicialmente, 
pues la sal que proporciona el contraión (KPF6) se añade siempre en exceso. La 
cantidad de [OMIM Cl] optima se fijó en 50 mg. Este valor se vio influenciado por 
el modo de introducción de los analitos, como se comentará más adelante. Debido 
a la viscosidad del [OMIM Cl], la cantidad optima se añadió a cada vial a partir de 
una disolución de líquido iónico en acetona, añadiendo el volumen necesario y 
evaporando posteriormente en un horno. La posible variación en la recuperación de 
[OMIM PF6], que influye negativamente en la reproducibilidad del método, se 
solventó mediante la adición de una concentración constante (5 ng mL-1) de 4-
bromofenol que actuó a modo de estándar interno. 
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En lo referente al sistema de introducción de los analitos en el sistema 
cromatográfico, el diseño de una interfase que evita la entrada del líquido iónico en 
el sistema cromatográfico, hizo posible el empleo de la desorción térmica. La 
interfase utilizada se describe en el capítulo 3 y en el apartado de Herramientas 
(página 75) y se compone de (a) un vial herméticamente cerrado, donde se sitúa el 
líquido iónico que contiene a los analitos, (b) de una entrada de helio y de (c) una 
salida que se conecta con el inyector de un GC/MS mediante una aguja. La 
principal limitación de la interfase es que el líquido iónico se localiza en una zona 
del vial en lugar de dispersarse como sería lo deseable. Esto hace que cuando se 
emplean grandes cantidades de líquido iónico, se forme una película a su alrededor 
que impide el correcto paso de los analitos a la fase gaseosa. De entre las variables 
estudiadas, el caudal de helio es la que más relevancia tiene. Mientras que en otros 
métodos utilizados con desorción térmica, el caudal de helio era relativamente 
pequeño (1.6 mL min-1), en este, el caudal optimo es de 100 mL min-1 (medido a la 
salida del vial). Esto es debido a que en otras configuraciones, el helio pasaba 
directamente por el sorbente en su camino hacia el inyector, sin embargo en este 
caso, debe de entrar en el vial y arrastrar los analitos hacia el sistema 
cromatográfico. 
 
Con todo esto se puede concluir que la formación in situ es una 
herramienta altamente eficaz para la extracción y preconcentración de analitos de 
interés, al proporcionar el máximo de superficie activa con un mínimo empleo de 
extractante. Por otra parte, su acoplamiento a un sistema de cromatografía de gases 
mediante desorción térmica permite mejorar la sensibilidad del proceso, 
obteniendo límites de detección entre 60 y 440 ng L-1. El empleo de la interfase 
propuesta, permite realizar la introducción de una gran cantidad de analitos de un 
modo sencillo, pues no requiere ninguna modificación del inyector del 
instrumento. También es un método económico y respetuoso con el medio 
ambiente, pues no se emplea disolvente orgánico para la elución y los líquidos 
iónicos son conocidos como una alternativa “verde” al uso de disolventes 
convencionales. 
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4. Comparación de las metodologías propuestas 
 
 En este último apartado de la sección de discusión de los resultados se va a 
realizar una comparación de las metodologías desarrolladas, a la luz de la 
experiencia adquirida por el doctorando en el desarrollo del trabajo en el 
laboratorio y en la capacidad de analizar críticamente los resultados obtenidos 
alcanzada a lo largo de estos cuatro años de formación. Las 5 metodologías 
propuestas, aunque se basan en procesos de microextracción dispersiva, son muy 
diferentes entre sí. De hecho, no comparten instrumentación ni sistemas de elución 
e incluso se estudian tres familias de compuestos muy diferentes entre sí como son 
los PAHs, los clorofenoles y los plaguicidas organofosforados. A pesar de ello, se 
va a tratar de hacer una valoración subjetiva de ellos empleando como indicadores 
de la calidad del método las propiedades analíticas básicas (precisión, sensibilidad, 
selectividad y robustez) y complementarias (rapidez, coste, y factores personales y 
medioambientales). Las valoraciones se hicieron puntuando cada propiedad entre 1 
y 5, siendo 1 el valor más bajo de satisfacción, y 5 el de mayor satisfacción. La 
comparación de los métodos se recoge en la Tabla 3. 
 
 Se han usado diferentes criterios para la valoración de cada propiedad, 
algunos objetivos y otros basados en factores subjetivos. En este sentido, la 
precisión se ha valorado teniendo en cuenta los valores de la desviación estándar 
relativa (RSD), es decir la repetitividad, cuyo valor se indica en los artículos 
publicados para cada metodología. En el caso de la sensibilidad, se puede comparar 
a través de los límites de detección para la misma familia de analitos. No obstante, 
esta comparación puede verse condicionada por la técnica instrumental empleada y 
la familia de compuestos estudiada, así como por el volumen de muestra empleado 
en cada caso. 
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En cuanto a la selectividad, en todos los casos viene determinada por la 
técnica instrumental, empleando previamente estándares y seleccionando en el caso 
de GC/MS las m/z más adecuadas o las longitudes de onda para el caso de la 
detección ultravioleta en cromatografía de líquidos, tomando nota de los tiempos 
de retención en todos los casos, por lo que se le da la máxima puntuación a todos. 
La robustez y la rapidez se valoraron en base a la experiencia y en cuanto al coste, 
se tuvieron en cuenta varios factores, como el grado de automatización, 
reusabilidad o empleo de disolventes o reactivos. Los factores personales y 
medioambientales se valoraron por separado, teniendo en cuenta por un lado la 
sencillez y automatización, y por otro el impacto ambiental. 
 
 Atendiendo a la valoración realizada en la Tabla 3, se puede establecer una 
clasificación, siempre teniendo en cuenta que es una comparativa entre los métodos 
propuestos. El método peor valorado respecto al resto es el que se corresponde con 
el uso de SiO2-MIM-PF6 en DMSPE (apartado 2.2, capitulo 4). Su punto débil es la 
manipulación que requiere (filtración, evaporación/redisolución, etc.) y que influye 
negativamente en otras propiedades como el coste y la rapidez. También se ha 
valorado negativamente para el medioambiente el empleo de disolventes en la 
síntesis del material, aunque la reusabilidad del mismo matiza su uso. El siguiente 
método se corresponde con el empleo de Fe3O4@SiO2@MIM-PF6 en DMSPE 
(apartado 2.3, el capitulo 5), en este caso la situación es muy similar, pero el uso de 
un imán para la separación de fases facilita la manipulación. 
 
 El método valorado en tercer lugar es el correspondiente al uso de RP-C18 
en DSMPE (apartado 2.1, capítulo 2). En él se ha valorado positivamente el 
acoplamiento entre proceso extractivo y desorción térmica, lo que favorece la 
rapidez y los factores personales. También se valora positivamente la buena 
precisión obtenida. En cuanto a los puntos débiles, un punto negativo son los 
problemas de robustez del proceso de desorción y a pesar de otros factores, 
también se valora negativamente el coste. Aunque sea un material barato de 
adquirir, el hecho de no poder reutilizarse hace que se valore peor que al SiO2-
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MIM-PF6 (que si puede reutilizarse) y mejor que al Fe3O4@SiO2@MIM-PF6 (que 
puede reutilizarse pero que posee unos costes de obtención elevados). 
 
 El primer puesto lo comparten los métodos que emplean la columna 
monolítica y la formación in situ del extractante (apartados 1 y 3, capítulos 1 y 3 
respectivamente). El primero de ellos tiene a su favor una elevada sensibilidad, 
robustez, y estar semiautomatizado, lo que favorece los factores personales. 
Además, la reusabilidad de la columna monolítica favorece los bajos costes y no se 
emplean disolventes, por lo que es además, es respetuoso con el medio ambiente. 
En su contra, la precisión de todos los analitos no es la ideal y aunque ciertos 
aspectos del método están automatizados, el flujo de muestra es tan bajo, que 
puede resultar algo lento el proceso. 
 
 Respecto al segundo método, es también un método sensible, robusto, 
barato y respetuoso con el medio ambiente. Sin embargo, la precisión depende de 
la habilidad del operario para recuperar la máxima cantidad de un compuesto tan 
viscoso como es el [OMIM PF6]. En esta aplicación, este efecto negativo se ha 
compensado con la adición de un estándar interno. 
  
 Con esto se cierra este apartado de discusión de los resultados donde se ha 
abordado de manera comparativa el trabajo experimental desarrollado en esta 
Memoria de Tesis Doctoral. 
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El tratamiento de muestra es sin duda el talón de Aquiles de la mayoría de 
procesos analíticos. Por eso, durante la realización de esta Tesis Doctoral se ha 
profundizado en el diseño de nuevas herramientas para el desarrollo de técnicas de 
microextracción, usando para ello como referencia las tendencias seguidas para el 
tratamiento de muestra, como son la simplificación, la automatización, la 
miniaturización, la rapidez, la reducción de costes y la seguridad tanto personal 
como medioambiental. Las innovaciones realizadas se han centrado en la 
evaluación de materiales sorbentes convencionales aplicados a técnicas de 
microextracción; la síntesis y evaluación de nuevos materiales en dichas técnicas; y 
el desarrollo de interfases que permitan su acoplamiento con sistemas 
cromatográficos de un modo eficiente. 
 
La reflexión llevada a cabo en el apartado de discusión de los resultados 
sobre el trabajo experimental recogido en esta Memoria, permite la evaluación 
crítica del mismo. Así, en este apartado se resumen las conclusiones de los 
resultados obtenidos, abordando las futuras investigaciones que han quedado 
pendientes. 
 
La preparación de un polímero monolítico en el interior de una capilar de 
sílice para la extracción y preconcentración de contaminantes orgánicos en 
muestras de agua resultó altamente satisfactoria. Esto se debe a que por un lado, el 
polímero de butilmetacrilato empleado permite la extracción de compuestos de 
carácter apolar, mientras que la columna monolítica que sirve de soporte, permite 
el uso de una microbomba, posibilitando el paso de muestra y de eluyente de forma 
automatizada. Además, el pequeño volumen interno del capilar hace que tan sólo 
sea necesario el uso de 10 microlitros de disolvente orgánico para la elución de los 
analitos, obteniendo unos factores de preconcentración elevados con un mínimo 
coste e impacto ambiental. La principal limitación encontrada es el bajo caudal 
requerido para la correcta interacción del polímero con los analitos. Por el 
contrario, la reusabilidad de la columna es un factor muy favorable a tener en 
cuenta. La innovación de la metodología propuesta consiste en el desarrollo de una 
interfase que recoge la fracción metanólica que contiene los analitos, permitiendo 
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el acoplamiento con la cromatografía de gases mediante la desorción térmica de los 
analitos, sin ninguna dilución ni modificación adicional del sistema de extracción. 
Queda pendiente para futuras investigaciones la completa automatización del 
proceso, incluyendo el acoplamiento en línea con el cromatógrafo de gases. 
 
Se han desarrollo nuevas herramientas en el ámbito de la microextracción 
dispersiva en fase sólida
 
, empleando diferentes materiales basados en la sílice 
como RP-C18, y a los que se le ha dado un empleo diferente a la clásica SPE o 
DSPE, obteniendo una metodología muy sencilla sin consumo de disolventes. 
Además, la facilidad para introducir diversos grupos funcionales en la sílice, ha 
permitido la síntesis de materiales a microescala y a nanoescala en combinación 
con un extractante respetuoso con el medio ambiente como es el líquido iónico. 
Todos los resultados obtenidos han sido favorables pues se ha alcanzado una 
elevada sensibilidad en los procesos al utilizar una gran superficie de contacto. En 
el futuro, se intentará reducir el relativamente alto grado de manipulación de 
algunas modalidades propuestas, así como el desarrollo de un material basado en 
sílice funcionalizada (diferentes de RP-C18) que pueda emplearse de un modo 
directo para desorción térmica de los analitos. 
También se han evaluado satisfactoriamente algunas de las propiedades de 
los líquidos iónicos y que los convierten en herramientas muy atractivas en 
procesos de microextracción
 
, como son su estabilidad térmica, su baja presión de 
vapor y su capacidad para modificar ciertas propiedades físico-químicas mediante 
el intercambio de alguno de los iones que los forman. Todas estas propiedades se 
han aprovechado para la formación in situ del extractante y su posterior empleo en 
cromatografía de gases. Para este propósito, se ha desarrollado una interfase que 
permite el uso de líquido iónico en cromatografía de gases de un modo seguro, 
sensible, sin empleo de disolventes orgánicos mediante la desorción térmica de los 
analitos. Para posteriores investigaciones queda pendiente la eliminación de buena 
parte de la manipulación requerida. Para ello habrá que desarrollar un sistema que 
acople el proceso de extracción/formación del sorbente y la etapa de desorción. 
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Finalmente, a lo largo de la Memoria se ha abordado el análisis de 
muestras simples, como muestras de agua para la determinación de analitos de 
naturaleza hidrofóbica (PAHs, clorofenoles y pesticidas organofosforados), que 
representan un problema analítico y medioambiental. Habría que abordar la 
aplicación de las herramientas desarrolladas a matrices más complejas como 
muestras biológicas, así como diseñar y evaluar nuevas herramientas analíticas 
para la extracción y preconcentración de otras familias de analitos con un menor 
grado de hidrofobicidad e incluso de especies ionizadas en medio acuoso. Para ello 
se propone un futuro estudio de las interacciones que se pueden establecer entre 
dichas especies y los líquidos iónicos miscibles en agua, tanto libres como unidos a 
un soporte sólido. 
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